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Überblick 

Disulfiram ist ein ursprünglich zur Behandlung von Alkoholmißbrauch eingesetztes 

Medikament, von dem eine antitumorale Wirkung bei verschiedenen Karzinomen 

beschrieben wurde. Die vorliegende Arbeit beschreibt die Wirkung von Disulfiram auf 

ovariale Tumorzelllinien und soll zum weiteren Verständnis der Wirkungsweise von 

Disulfiram auf humane Tumorzellen beitragen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte 

gezeigt werden, dass Disulfiram in Kombination mit Kupferionen oxidativen Stress 

und eine Hitzeschock-ähnliche Reaktion in den untersuchten Zellen auslöst, die 

schließlich einen irreversiblen Zelltod herbeiführt. Die Wirkung der angewendeten 

Substanzen wurde auf morphologischer Ebene durch Immunfluoreszenzfärbungen 

sichtbar gemacht, und auf molekularbiologischer Ebene wurden mit Hilfe von PCR 

und Western Blot Analyse Veränderungen in der Genexpression genauer untersucht. 

Hierbei wurde besonderes Augenmerk auf die Hitzeschockreaktion der Zelle gelegt. 

Es konnte eine Induktion der zellulären Hitzeschockproteine HSF1, HSP70, HSP40 

und HSP32 sowie eine Phosphorylierung und Dimerisation von HSP27 und dessen 

Akkumulation in paranukleären Aggregaten beobachtet werden. Außerdem führte die 

Anwendung von Disulfiram/Kupfer zu einer Aktivierung der c-Jun N-terminalen 

Kinase und einer Hemmung des antiapoptotisch wirkenden Faktors mcl1 sowie zu 

einer durch Stress im Endoplasmatischen Retikulum (ER) induzierten, 

proapoptotischen CHOP Aktivierung. Der Nachweis polyubiquitinierter Proteine und 

die Stressinduktion in Zytosol und ER zeigte eine Aggregation zytotoxischer Proteine 

in verschiedenen subzellulären Kompartimenten, die ebenfalls zum Zelltod beitragen. 

Die zytotoxische Wirkung von Disulfiram/Kupfer auf die Ovarialkarzinomzellen wurde 

durch gleichzeitige Inhibierung des protektiven Thioredoxinsystems mit Auranofin 

verstärkt. Die Ergebnisse zeigen, dass Disulfiram/Kupfer als ein interessantes 

Repositionierungsmedikament für die Behandlung des Ovarialkarzinoms in Frage 

kommen könnte. 
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1 Einleitung 

1.1 Medikamentenrepositionierung 

1.1.1 Grundzüge der Arzneimittelentwicklung 

Bevor ein Medikament beim Patienten zum Einsatz kommt, hat es bereits eine 

langjährige Entwicklungsphase hinter sich. Nach der präklinischen Forschung 

durchläuft das potentielle Medikament üblicherweise vier Phasen der klinischen 

Prüfung. In Phase I wird die Substanz an gesunden Probanden hinsichtlich der 

Verträglichkeit, der Kinetik, des Metabolismus und der Elimination untersucht. In 

Phase II wird die zu untersuchende Substanz erstmals einer kleinen Anzahl von 

Patienten appliziert. In Phase III wird die Wirksamkeit der Substanz an einer 

größeren Patientengruppe gegenüber einer Placebo Therapie oder einem bereits 

etablierten Medikament getestet. In den ersten drei Phasen soll der 

Wirksamkeitsnachweis erbracht und die Unbedenklichkeit der Anwendung evaluiert 

werden, um die Zulassung der Substanz zu ermöglichen. Erst nach der Zulassung 

eines Medikaments beginnt die Phase IV, in der die Langzeitwirkungen der Substanz 

auf den Menschen analysiert werden (Lüllmann, 2010).  

 

Abbildung 1: Arzneimittelausgaben der gesetzlichen Krankenversicherung: in den Jahren 1999 

bis 2014 in Milliarden Euro in Deutschland (Arzneimittelausgaben der GKV. Statistica 2015) 
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So vergehen etwa 10 bis 17 Jahre von der Entwicklung eines Pharmakons bis zum 

Durchlauf aller Qualitätskontrollen und Studien (Tobinick, 2009). Von 5.000 bis 

10.000 Wirkstoffen, die in Frage kommen, kann oft nur ein Wirkstoff zugelassen 

werden. Daher kostet ein auf den Markt gebrachtes Medikament Unternehmen 

zwischen 970 Millionen und 1,6 Milliarden US-Dollar (Verband Forschender 

Arzneimittelhersteller, www.vfa.de/embed/ statistics -2012). Die hohen Kosten für die 

Arzneimittelherstellung und deren Vermarktung führen zu stetig steigenden 

Ausgaben der gesetzlichen Krankenversicherungen für Arzneimittel (Abbildung 1, 

Arzneimittelausgaben der GKV, 1999 -2014).  

 

 

1.1.2 Begriffsklärung Medikamentenrepositionierung 

Um die Kosten sowie die Zeit für die Entwicklung neuer Medikamente zu reduzieren, 

ist es wichtig, mögliche Einsparungspotentiale zu identifizieren und zu nutzen 

(Munos, 2009). Eine Möglichkeit wäre die Medikamentenrepositionierung. Hierbei 

werden als Alternative zur Entwicklung neuer Substanzen bereits zugelassene 

Medikamente auf bisher ungenutzte Wirkungsbereiche untersucht. Idealerweise 

können dann für eine bestimmte Erkrankung zugelassene Pharmaka für weitere 

Indikationen therapeutisch genutzt werden. Dieser Vorgang wird als 

Medikamentenrepositionierung (Drug Repositioning) bezeichnet (Ashburn und Thor, 

2004; Chong und Sullivan, 2006). Tatsächlich sind die genauen Wirkmechanismen 

vieler Medikamente nicht vollständig erforscht und die Interaktionen eines 

Pharmakons mit verschiedenen Zielstrukturen im menschlichen Körper nicht immer 

bekannt (Mestres et al., 2008). Im Rahmen neuer Erkenntnisse zu 

molekularbiologischen Zusammenhängen von Erkrankungen und zu Interaktionen 

eines Pharmakons mit bis dahin unbekannten Zielstrukturen können neue klinisch 

relevante Indikationen für diese Substanz erarbeitet werden (Campillos et al., 2008; 

Keiser et al., 2009; Mestres et al., 2011). Bereits zugelassene Medikamente sind im 

Allgemeinen nicht nur auf ihre Verträglichkeit und ihre pharmakokinetischen 

Eigenschaften hinreichend untersucht, auch die Darreichungsform und industrielle 

Herstellung sind in den meisten Fällen etabliert (Ashburn und Thor, 2004; Longman, 

2004). Besonders bei älteren Medikamenten, die bereits die Phase IV durchlaufen 

http://www.vfa.de/embed/
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haben, sind mögliche Nebenwirkungen auch nach längerer Einnahmedauer 

ausreichend beschrieben. Außerdem kann meist auf einen großen Literatur- und 

Erfahrungsfundus zurückgegriffen werden, um das Risikoprofil des Medikaments 

einzuschätzen (Oprea und Mestres, 2012). Viele Medikamentenwirkungen werden 

selbst nach der Zulassung erst durch langjährige Erfahrungen und nach dem 

therapeutischen Einsatz an einer größeren Anzahl von Menschen beobachtet. Die 

hämolytische Wirkung des Malariamedikaments Primaquin auf Menschen mit 

Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase-Mangel fiel erst durch den extensiven 

Gebrauch bei den US-amerikanischen Truppen in Tropengebieten auf (Ashley et al., 

2014; Baird und Hoffman, 2004; Carr et al., 2005). Auch die Bisphosphonat-

assoziierten Kiefernekrosen wurden erst nach der Zulassung von Bisphosphonaten 

u.a. zur Therapie der Osteoporose und Knochenmetastasen beschrieben (Marx, 

2003; Walter et al., 2008; Malden und Pai, 2007; Drake et al., 2008). Durch 

Repositionierung von Medikamenten, also der Erforschung zusätzlicher 

Wirkungsbereiche klinisch angewandter Substanzen, können unter Beibehaltung der 

bisher empfohlenen Dosierung Phase I und Phase II des Zulassungsverfahrens 

umgangen werden (Oprea et al., 2011). Auf diese Weise können durch erweiterte 

Ausschöpfung des Potentials bereits etablierter Medikamente Kosten und Risiken der 

Entwicklung minimiert werden und Patienten möglicherweise deutlich schneller 

geholfen werden (Oprea und Mestres, 2012; Ashburn und Thor, 2004). 

 

 

1.1.3  Beispiele Medikamentenrepositionierung 

Ein bekanntes Beispiel für erfolgreich durchgeführte Medikamentenrepositionierung 

ist das ursprünglich für die Therapie von Angina pectoris entwickelte Sildenafil, 

welches heute unter dem Handelsnamen Viagra vor allem zur Behandlung der 

erektilen Dysfunktion eingesetzt wird (Langtry und Markham, 1999). Auch der 

Östrogenrezeptormodulator Raloxifen wurde zunächst für die Behandlung von Brust- 

und Prostatakarzinomen entwickelt und wird heute zusätzlich zur 

Osteoporosetherapie verwendet. Tragische Bekanntheit hat der zur Behandlung von 

Schlafstörungen und Morgenübelkeit von Schwangeren eingesetzten Wirkstoff 

Thalidomid erreicht, das aufgrund seiner teratogenen Wirkung vom Markt genommen 



11 
Einleitung 

 

wurde (Fletcher, 1980; Knobloch und Ruther, 2008; Tsao, 2004; Ratner, 2001). Erst 

nachdem die Angiogenese hemmenden Eigenschaften von Thalidomid entdeckt 

wurden, konnte einerseits die schädigende Wirkung auf die Extremitätenentwicklung 

von Föten erklärt werden, andererseits wurde der Wirkstoff für die onkologische 

Therapie interessant. Unter strengen Sicherheitsauflagen kann Thalidomid heute zur 

Therapie von Lepra und Multiplem Myelom indiziert sein (D’Amato et al., 1994).
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Medikament Ursprüngliche Indikation Neue Indikation 

Acetylsalicylsäure Analgesie Thrombozytenaggregationshemmung 

Allopurinol Virale Infektion Morbus Parkinson 

Arsen Syphilis Leukämie 

Atomexetin Depression ADHS 

Betablocker Hypertonie Herzinsuff izienz 

Bupropion Depression Nikotinentw öhnung 

Etanercept Rheumatoide Arthritis Psoriasis 

Finasterid Benigne Prostatahyperblasie Androgenetische Alopezie 

Hydroxychloroquin Malaria Arthritis 

Metronidazol Bakterielle Infektion Rosazea 

Raloxifen Kontrazeption Osteoporoseprophylaxe 

Sildenafil Angina Pectoris Erektile Dysfunktion 

Stickstoffmonoxid Angina Pectoris Pulmonale Hypertension 

Thalidomid Insomnie Multiples Myelom 

 

Tabelle 1: Überblick über bereits repositionierte Medikamente (vgl. Verma et al., 2005; Padhy und 
Gupta, 2011; Aronson, 2007; Hahn, 2013; Patchala und Jegga, 2015) 

 

Medikament Indikation Alternative Indikation  

Aprepitant Übelkeit nach Zytostatikatherapie Glioblastom, Mammakarzinom 

Artesunate Malaria Kolonkarzinom, Rhabdomyosarkom,  

Bortezomib Multiples Myelom Ovarialkarzinom, Zervixkarzinom 

Captopril Arterielle Hypertonie,  Nierenzellkarzinom 

Celecoxib rheumatische Arthritis, Arthrose Mammakarzinom, Cervixcarzinom 

Colinesteraseinhibitoren Senkung des Cholesterinspiegels Demenz bei Parkinsonerkrankung 

Furazolidon Bakterielle Infektion  AML 

Galantamin Morbus Alzheimer Glaukom 

Gemcitabin Zytostatische Therapie HIV Infektion 

Itraconazol Mykose Lungenkarzinom, Basalzellkarzinom,  

Lidocain Lokalanästhesie Asthma bronchiale 

Mifepriston Abruptio Gravidatis Depression 

Nelfinavir HIV Infektion Prostatakarzinom, Mammakarzinom 

Nitroxoline Harnw egsinfektion  Harnblasenkarzinom,  

Nortriptylin Depression  Malaria 

Ritonavir HIV Infektion Urothelkarzinom 

Sertralin Depression Prostatakarzinom 

Vardenafil Erektile Dysfunktion Präeklampsie  

 

Tabelle 2: Überblick über Medikamente, die im Rahmen der aktuellen Forschung auf mögliche 

alternative Indikationen untersucht werden (Kast, 2010; Munoz et al., 2014; Munoz et al., 2015; 
Aznab und Rezaei, 2015; Liu und Cui, 2013; Jin et al., 2013; Krishna et al., 2014; Beccafico et al., 
2015; Brüning et al., 2009; Shi et al., 2015; Kast et al., 2014; Araújo, 2015; Banno et al., 2015; 

Rolinski et al., 2012; Jiang et al., 2013; Almasieh et al., 2013; Clouser et al., 2012; Beach et al., 2014; 
Casado et al., 2015; Rudin et al., 2013; Antonarakis et al., 2013; Kim et al., 2014; Mitsuhashi et al., 
2014; Li et al., 2014; Yang et al., 2005; Brüning et al., 2010; Shim et al., 2012; Shim et al., 2010; 

Mirkovic et al., 2011; Kaiser et al., 2015; Batchu et al., 2014; Sato, 2015; Huang et al., 2011; Kakigano 
et al., 2015) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Patchala%20J%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jegga%20AG%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mitsuhashi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24917306
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1.1.4 Medikamentenrepositionierung in der Krebstherapie 

Trotz vieler neuer molekularbiologischer Erkenntnisse zur Krebsentstehung liegt die 

Entdeckung und Entwicklung neuer Medikamente für die Krebstherapie weit zurück 

(Howlader et al., 2011). Deswegen sollten gerade in der Krebstherapie alle 

möglichen Ressourcen und Therapieansätze genutzt werden (Telleria, 2012). Nach 

Schätzungen der WHO werden die Neuerkrankungen an Krebs von jährlich 10 

Millionen weltweit im Jahr 2000 auf 15 Millionen Neuerkrankungen im Jahr 2020 

steigen (Mignogna et al., 2004). Im Rahmen der Medikamentenrepositionierung kann 

auf Medikamente zurückgegriffen werden, die nicht zur onkologischen Therapie 

entwickelt wurden, aber an Zielstrukturen in der entarteten Zelle binden. Dies könnte 

einen wertvollen Beitrag zur weltweiten Krebstherapie leisten, insbesondere da es 

eine finanzierbare Alternative bietet (Dueñas-González et al., 2008). So postulieren 

Richard Kast et al. bei neun von ausschließlich für nicht-onkologische Therapien 

zugelassenen Medikamenten wie Disulfiram und Auranofin eine hemmende Wirkung 

auf unterschiedliche Faktoren des Stoffwechsels von Glioblastomzellen. Die 

pharmakologischen Eigenschaften dieser Medikamente sind vielfach beschrieben; 

sie werden aufgrund eines geringen Potentials an unerwünschten Nebenwirkungen 

gut vertragen und belasten den Patienten nicht zusätzlich (Kast et al., 2013). 

 

 

1.2 Ovarialkarzinom 

1.2.1 Epidemiologie 

Bedauerlicherweise steht die Entwicklung von Medikamenten für Erkrankungen mit 

geringerem finanziellen Potential wie Infektionserkrankungen und seltene 

Krebserkrankungen nicht im Fokus der Arzneimittelhersteller (Kaitin, 2010; Ashburn 

und Thor, 2004; Howlader et al., 2011). So ist die Entwicklung von Medikamenten 

speziell zur Behandlung von Ovarialkarzinom mit einer verhältnismäßig geringen 

Inzidenz wenig rentabel (Telleria, 2012). Weltweit erkrankten im Jahr 2012 über 

200.000 Frauen an einem Ovarialkarzinom. Im internationalen Vergleich bestehen 

große Unterschiede zwischen den Ländern (Ferlay et al., 2012). In Deutschland 
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werden jährlich etwa 7.380 Neuerkrankungen an Ovarialkarzinom mit 5.646 

Todesfällen pro Jahr registriert (Krebsregister Deutschland. RKI, 2012). 

Ovarialkarzinome belaufen sich auf 3,3% aller malignen Neubildungen der Frau und 

5,6% aller Krebssterbefälle in Deutschland. Immerhin steht das Ovarialkarzinom trotz 

vergleichsweise niedriger Fallzahlen an 5. Stelle der Krebsneuerkrankungen nach 

Mamma-, Kolon-, Lungen- und Endometriumkarzinom (Kreienberg et al., 2009; 

Burges und Schmalfeldt, 2011). Die relative 5-Jahres Überlebensrate in Deutschland 

liegt derzeit bei 41% und ist damit im Vergleich zu anderen Krebserkrankungen 

deutlich schlechter (www.krebsdaten.de, 2012). Das mediane Erkrankungsalter liegt 

bei 63 Jahren (Ries et al., 2005). 

 

 

1.2.2 Ätiologie und Risikofaktoren 

Ovarialkarzinome entwickeln sich aufgrund einer Vielzahl molekularer Aberrationen 

der Zellen. Besonders häufig besteht eine Assoziation zur Mutation des TP53 Gens, 

welches das Tumorsuppressorgen p53 codiert (Lee et al., 2015, The cancer genome 

atlas research network, 2011). Die genetischen Veränderungen führen zu einer 

Aktivierung von Onkogenen und Wachstumsfaktoren sowie zu einer Inaktivierung 

von Tumorsuppressoren. Sequenzänderungen oder epigenetische Veränderungen 

der DNA betreffen die Funktion von zellulären Proteinen, die Signaltransduktion oder 

die Angiogenese und führen zu ungehinderter Proliferation, invasivem Wachstum 

und Metastasierung (Kreienberg et al., 2009). Bis zu 95% der Ovarialkarzinome 

gehen vom Epithelgewebe des Eierstocks aus (Kurmann und Shih Ie, 2011). Bei 

etwa 10% der Ovarialkarzinome liegt eine Keimbahnmutation der Gene BRCA1 und 

BRCA2 zugrunde (Risch et al., 2001). Neben der genetischen Prädisposition wird 

das Risiko, an einem Ovarialkarzinom zu erkranken, durch verschiedene 

reproduktive und endokrine Aspekte beeinflusst. Faktoren, die mit einer erhöhten 

Anzahl an Ovulationen einhergehen wie Nulliparität, frühe Menarche und späte 

Menopause wirken sich fördernd auf die Entwicklung eines Ovarialkarzinoms aus. 

Ovulationen und Follikelrupturen führen zu wiederholten Traumen an der epithelialen 

Oberfläche des Ovars. Die anschließenden Reparaturmechanismen sowie die 

Proliferation der ovariellen Epithelzellen durch DNA-Replikation bilden die Grundlage 

http://www.krebsdaten.de/
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zur Entstehung neuer Mutationen (Schildkraut et al., 1997). Entsprechend kann 

durch eine längere Einnahme von oralen Kontrazeptiva ein protektiver Effekt erreicht 

werden (McGuire et al., 2004). Nach neueren histopathologischen Analysen scheint 

jedoch das Epithel im Bereich der oviduktalen Fimbrien eine Rolle bei der 

Karzinomentwicklung zu spielen. Entsprechend dieses Ansatzes soll sich das 

Malignom primär im Bereich der Tube entwickeln und erst dann ovarielle Metastasen 

ausbilden (Kurman und Shih, 2011; Dietl, 2014; Auersberg, 2013). Tubenligatur und 

Hysterektomie scheinen mit einem verminderten Risiko für Ovarialkarzinom 

assoziiert zu sein. Eine mögliche Erklärung könnte die mechanische Barriere für die 

über Uterus und Tuben aufsteigende Kanzerogene sein (Whittemore et al., 1992; 

Chiaffarino et al., 2005, Harmsen et al., 2015). Ebenso scheinen 

Hormonersatztherapie über 10 Jahre (Rodriguez et al., 2001) sowie die Erkrankung 

an Endometriose das Risiko für die maligne Entartung zu erhöhen (Wang et al., 

2015). Auch Umwelteinflüsse wie Rauchen werden als Risikofaktoren beschrieben 

(Pan et al., 2004). Nicht eindeutig ist der Einfluss der Ernährung auf die Entstehung 

eines Ovarialkarzinoms (Kreienberg et al., 2009). Der Konsum antioxidativ wirkender 

Vitamine wie Vitamin A, C oder E scheint keinen Einfluss auf die Tumorentwicklung 

zu haben (Fairfield et al., 2004). Auch die Assoziation von Ovarialkarzinom und 

erhöhtem Body-Mass-Index ist noch nicht eindeutig geklärt (Fairfield et al., 2002; 

Engeland et al., 2003, Protani et al., 2012).  

 

 

1.2.3 Symptome und Diagnostik 

Das Ovarialkarzinom verursacht bei den Betroffenen meist kein charakteristisches 

Beschwerdebild. Die Patientinnen leiden an eher unspezifischen Symptomen wie 

abdominalen Schmerzen, Appetitlosigkeit, Obstipation, Diarrhöe, Übelkeit und 

Erbrechen, Völlegefühl im Unterbauch und Dyspareunie. Außerdem kann es zu 

unklarem Gewichtsverlust bei gleichzeitiger Zunahme des Leibesumfangs kommen 

(Burges und Schmalfeldt, 2011). Bei 40–75% aller Patientinnen mit Ovarialkarzinom 

ist ein Tumor im Abdomen palpabel und bei 20–30% lässt sich bereits klinisch 

Aszites nachweisen (Kreienberg et al., 2009). Diagnostisch erfolgt zunächst ein 
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transvaginaler Ultraschall zur sonografischen Beurteilung der Adnexe (Prömpeler et 

al., 2000). Zur weiteren Abklärung des Befundes kann zusätzlich ein CT 

 mit Kontrastmittel durchgeführt werden (Imaoka et al., 2006). Außerdem besteht die 

Möglichkeit, die Konzentration des Tumormarkers CA 125 im Serum zu bestimmen. 

Der Marker ist bei 80% der Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom erhöht. Dennoch 

eignet sich CA 125 nicht zum primären Screening in der Normalbevölkerung, da die 

falsch positiven Testergebnisse inakzeptabel hoch wären (Carlson et al., 1994). Die 

Spezifität des Tumormarkers ist gering, da nicht nur andere maligne Erkrankungen 

wie Endometrium,- Mamma,- Bronchial,- oder Pankreaskarzinom mit einer Erhöhung 

von CA 125 einhergehen (Sjovall et al., 2002), sondern auch Erkrankungen wie 

Endometriose und Leberzirrhose (Devarbhavi et al., 2002). 

 

 

1.2.4 Therapiemöglichkeiten und Prognose 

Von den Krebserkrankungen des weiblichen Genitaltrakts hat das Ovarialkarzinom 

die höchste Mortalität; sie nimmt mit fortschreitendem Krankheitsstadium zu. Da die 

betroffenen Patientinnen keine charakteristische Symptomatik aufweisen, werden 70-

80 % erst im fortgeschrittenen Stadium (FIGO III–IV) diagnostiziert. Dies entspricht 

einer Ausbreitung des Karzinoms im kleinen Becken und Peritonealraum. In diesem 

Stadium liegt die 5-Jahres-Überlebensrate bei 20–30% (Kreienberg et al., 2009; 

Burges und Schmalfeldt, 2011; Utler et al., 2005). Die leitliniengerechte Therapie des 

Ovarialkarzinoms sieht eine operative Komplettresektion des Tumors und eine 

Behandlung mit Carboplatin und Paclitaxel vor. Bei fortgeschrittenem Befund kann 

eine stadienabhängige Therapie mit Bevacizumab erwogen werden (S3-Leitlinie 

Ovarialkarzinom, 2016). Primär spricht das Ovarialkarzinom sehr gut auf die 

Kombinationstherapie mit Platin und Taxanen an und zeigt Ansprechraten bis zu 

80%. Jedoch kommt es bei 75% der so behandelten Patientinnen innerhalb von 2 

Jahren nach der initialen Therapie zu einem Rezidiv (Tummala und McGuire, 2005). 

Nach operativer und anschließender Kombinationschemotherapie verbleiben nur 

wenige Optionen zum Vorgehen bei wiederkehrendem Befund (Brüning und 

Mylonas, 2011). 

http://europepmc.org/search;jsessionid=aXvtlYpr17IwFIa5zVoC.1?page=1&query=AUTH:%22Tummala+MK%22
http://europepmc.org/search;jsessionid=aXvtlYpr17IwFIa5zVoC.1?page=1&query=AUTH:%22McGuire+WP%22
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1.3 Disulfiram 

1.3.1 Therapie der Alkoholabhängigkeit 

Disulfiram (Tetraethylthiuramdisulfid) wird seit 1940 zur Therapie der 

Alkoholabhängigkeit eingesetzt (Jørgensen et al., 2011). Der größte Teil des im 

menschlichen Körper aufgenommenen Ethanols wird unter Beteiligung der 

Alkoholdehydrogenase zu Acetaldehyd oxidiert (Rassow et al., 2008). Anschließend 

katalysiert die Aldehyddehydrogenase den Umbau von Acetaldehyd zu Acetat, 

welches dann verstoffwechselt wird. Disulfiram hemmt die Aldehyddehydrogenase. 

Durch die Hemmung dieses Enzyms kann das Acetaldehyd nicht mehr abgebaut 

werden und akkumuliert nach Alkoholkonsum (Jørgensen et al., 2011). Hohe 

Konzentrationen an Acetaldehyd verursachen Intoxikationserscheinungen. Wird nach 

oraler Zufuhr von Disulfiram Ethanol eingenommen, treten je nach Ethanolmenge 

Hautrötungen, Palpitationen, Nausea, Dyspnoe, Tachykardie, Erbrechen sowie 

Kreislaufkollaps und Zyanose auf (Lüllmann et al., 2010). Die Aussicht auf einen 

solchen Zustand soll den Patienten davon abhalten, erneut Alkohol zu sich zu 

nehmen und so den Wunsch nach Alkoholkonsum reduzieren (Jørgensen et al., 

2011; Arzneimittel-Kompendium CH: Antabus®). 

 

 

1.3.2 Pharmakologische Eigenschaften  

Der Metabolismus von Disulfiram ist komplex. Die Untereinheit des Pharmakons, die 

die Alkoholdehydrogenase bindet und somit für die Intoxikationsreaktion bei 

Alkoholkonsum verantwortlich ist, ist noch nicht sicher identifiziert (Liu et al., 2012; 

Xu et al., 2011; Yip et al., 2011; Guo et al., 2009). In vivo wird Disulfiram nach der 

Aufnahme im sauren Milieu des Magens oder im Blut durch die Glutathionreduktase 

der Erythrozyten zu Diethyldithiocarbamid (EtDTC) reduziert (Johansson, 1992). 

Anschließend kann sich Diethyldithiocarbamidin in Diethylamin und 

Schwefelkohlenstoff zersetzen (Arzneimittel-Kompendium CH: Antabus®). Diese 

Metaboliten interagieren wiederum mit der katalytisch aktiven Sulfhydrilgruppe der 

Aldehyddehydrogenase und hemmen so das Enzym (Brüning und Kast, 2014). 



18 
Einleitung 

 

Außerdem bildet Diethyldithiocarbamid (EtDTC) Komplexe mit Metallionen darunter 

Kupfer (Hogarth, 2005). Am Tiermodell konnte gezeigt werden, dass EtDTC in vivo 

einen Chelatkomplex mit Kupferionen bildet, als Cu(EtDTC)2 Verbindung die Blut-

Hirn Schranke passiert und zu einer Akkumulation von Kupferionen in verschiedenen 

Geweben wie auch im Nervensystem führt (Suzuki et al., 1997; Tonkin et al., 2004; 

Delmaestro und Trombetta, 1995). 

 

1.3.3  Medikamentenrepositionierung 

Medikamente, die sich gut zur Medikamentenrepositionierung in der Krebstherapie 

eignen, haben idealerweise definierte pharmakologische Eigenschaften und geringe 

Nebenwirkungen. Zudem sollten sie mit bereits genau identifizierten 

wachstumsstimulierenden Faktoren der malignen Zelle interagieren (Kast et al., 

2013). Neben den Intoxikationserscheinungen bei der Einnahme von Alkohol sind für 

Disulfiram kaum schwere Nebenwirkungen beschrieben. So können bis zu 3000mg 

Disulfiram oral ohne schwere Begleitsymptomatik eingenommen werden (Suh et al., 

2006). Unerwünschte Begleiterscheinungen wie Schlaflosigkeit, Kopfschmerzen, 

Müdigkeit, Mundgeruch, metallischer Geschmack oder Diarrhö treten bei weniger als 

10% der Patienten nach der Behandlung mit Disulfiram auf. Die außerdem 

beschriebene Exazerbation depressiver Schwankungen sowie bei weniger als 0,1% 

der Patienten auftretende psychotische Symptomatik ereignen sich in Abhängigkeit 

der eingenommenen Dosis und werden vor allem bei Patienten mit bereits bekannter 

Depression oder Schizophrenie beobachtet. Selten (≥1/10.000, <1/1.000) kommt es 

zu meist reversiblen Störungen der Leberfunktion begleitet von den Symptomen 

einer akuten Hepatitis mit erhöhten Transaminasen- und Bilirubinwerten. Bisher 

veröffentlichte Daten zu Genotoxizität und Karzinogenität von Disulfiram zeigen keine 

entsprechenden Risiken (Arzneimittel-Kompendium CH: Antabus®). Somit sind die 

Nebenwirkungen bei der Einnahme von Disulfiram durchaus tolerabel und 

erscheinen gerade für eine antitumorale Indikation im Vergleich zu den gängigen 

zytostatischen Therapeutika verschwindend gering. Außerdem ist das Patent von 

Disulfiram seit langem abgelaufen und damit als Generikum ein günstiges 

Krebsmedikament (Cvek, 2010). 
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1.3.4 Antitumorale Eigenschaften 

Neben der Hemmung des Ethanolmetabolismus interagiert Disulfiram mit 

verschiedenen Proteinen, die an der Onkogenese beteiligt sind. Bereits 1977 konnte 

eine vollständige Remission eines Mammakarzinoms bei einer Patientin beobachtet 

werden, die gleichzeitig unter einer schweren Alkoholerkrankung litt und deswegen 

mit Disulfiram behandelt wurde (Lewison, 1977). In weiteren Studien konnte die 

antitumorale Wirkung von Disulfiram auf verschiedene Malignome bestätigt werden 

(Wattenberg, 1978). Darüber hinaus kann durch die Gabe von Disulfiram die 

Resistenz bestimmter Tumorgewebe gegenüber Chemotherapeutika vermindert 

werden (Loo und Clarke, 2000). Die Resistenzen maligner Gewebe sind ein großes 

Problem im klinischen Alltag der Tumortherapie (Lehnert, 1996). Verschiedene 

Autoren beschreiben, wie Disulfiram die Wirkung verschiedener klassischer 

Zytostatika sowie der Strahlentherapie verbessert (Hacker et al., 1982; Bodenner et 

al., 1986). So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass Disulfiram die zytotoxische 

Wirkung von Gemcitabin auf Brust- und Kolonkarzinom verstärkt. Da Disulfiram die 

Blut/Hirnschranke überwinden kann, zeigt das Medikament außerdem Wirkung auf 

Glioblastomzellen (Guo et al., 2010; Liu et al. 2012).  

 

 

1.4  Hitzeschockproteine 

1.4.1 Funktion 

Hitzeschockproteine (HSP) sind Teil eines Systems der intrazellulären 

Qualitätskontrolle. HSPs verhindern eine fehlerhafte Faltung von Proteinen und 

deren Aggregation. Sie unterstützen die korrekte Anordnung von 

Proteinuntereinheiten und die Translokation von Proteinen innerhalb der Zelle 

(Goloudina et al., 2012; Rassow et al. 2006 S.476). Unter physiologischen 

Bedingungen bilden ständig ablaufende zelluläre Prozesse wie Translation und 

Proteintranslokation eine ständige Gefahr für die Homöostase der Zelle und werden 

durch Hitzeschockproteine reguliert. Als Reaktion auf schädigende Einflüsse, die den 

Anteil an fehlgefalteten Proteinen in der Zelle erhöhen, wird die Expression von 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Goloudina%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22750096
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Hitzeschockproteinen hochreguliert. Die Hitzeschockproteine verhindern die 

Aggregatbildung der durch die Schädigung vermehrt auftretenden denaturierten 

Proteine, was ansonsten zum Verlust der Zellfunktion bzw. zum Zelltod führen würde 

(Vos et al., 2008). Also werden HSPs unter Stressbedingungen wie Hitze, reaktive 

Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) oder auch zytostatischer Therapie 

vermehrt exprimiert. Diese Überexpression erlaubt der Zelle, die schädigenden 

Umwelteinflüsse besser zu überstehen (Garrido et al., 2003; Lanneau et al., 2010). 

Hitzeschockproteine werden nach ihrem Molekulargewicht in zwei Gruppen 

eingeteilt. Zu den HSPs mit hohem Molekulargewicht gehören die Familien der 

HSP90, HSP70 und HSP60. Sie funktionieren als ATP-abhängige Chaperone. Zu 

den niedermolekularen HSPs gehört das HSP27. Es agiert ATP-unabhängig. Seine 

Funktion wird durch direkte Phosphorylierung kontrolliert (Lanneau et al., 2010). 

 

 

1.4.2 Hitzeschockprotein 70 mit Ko-Chaperon HSP40 und HSPA4 

Das HSP70 spielt eine wichtige Rolle bei der Proteinfaltung und wird durch 

verschiedene Stressfaktoren induziert (Guo et al., 2007). Die Funktion des HSP70 ist 

ATP abhängig. Das Hitzeschockprotein variiert zwischen einem ATP-gebundenen 

und einem ADP-gebundenen Status. Je nach Status variiert die Affinität des HSPs 

für ungefaltete Proteine (Mayer und Bukau, 2005). In der ATP-gebundenen Form 

kann HSP70 das ungefaltete Protein wiederholt schnell binden, es jedoch nicht 

halten. Erst durch die anschließende Hydrolyse von ATP zu ADP wird die Bindung 

von HSP70 mit dem Substrat stabilisiert. Die Hydrolysereaktion wird durch das Ko-

Chaperon DNAJB1 (HSP40) reguliert (Vos et al., 2008), indem es die ATPase-

Aktivität des HSP70 Chaperons stimuliert (Qiu et al., 2006). Ein weiterer Kofaktor, 

das HSPA4, wirkt als Stress-induzierbarer Nukleotid-Austauschfaktor für HSP70. Im 

Gegensatz zu DNAJB1 interagiert HSPA4 mit HSP70 in seiner ADP gebunden Form 

und stimuliert die Dissoziation von ADP (Vergleiche Abbildung 2). Sobald HSP70 

dann erneut ATP gebunden hat, löst sich der HSP70/HSPA4 Komplex und HSP70 

kann erneut fehlgefaltete Proteine binden (Raviol et al., 2006). Neben der 

Substratbindung durch HSP70 wird auch die Synthese von HSP70 von der Zelle 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guo%20S%5Bauth%5D
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reguliert. Durch schädigende Einflüsse auf die Zelle wird HSP70 durch den 

Hitzeschockfaktor 1 (HSF1) induziert (Goloudina et al, 2012). 

 

 

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Hitzeschockreaktion: Nach einem proteotoxischen 

Ereignis bildet das denaturierte Protein entweder ein zytotoxisches Aggregat oder es wird durch die 

Hitzeschockproteine der Zelle gebunden. Durch Phosphorylierung zerfällt HSP27 in Dimere und bindet 
das Substrat. HSP27 führt das entfaltete Protein dem proteasomalen Abbau oder HSP70 zu. 
Unphosphoryliertes HSP27 hemmt den HSF1. Das entfaltete Protein kann alternativ direkt von 

HSP70, durch das Cochaperon HSP40 oder durch das HSP90 gebunden werden. Reicht die 
Hitzeschockreaktion nicht aus, um das Protein wieder in seine korrekt gefaltete Struktur zu 
überführen, wird es über CHIP dem proteasomalen Abbau zugeführt (modifiziert nach: Vos et al., 

2008; Lanneau et al., 2010). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Goloudina%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22750096
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1.4.3 Hitzeschockfaktor 1 

Der Hitzeschockfaktor 1 (HSF1) wird konstitutiv in den meisten Zellen exprimiert und 

wird durch posttranslationale Modifikation reguliert (Wu, 1995). In Abwesenheit 

schädigender Einflüsse liegt der Hitzeschockfaktor 1 als inaktives Monomer vor. 

HSF1 wird durch erhöhte Temperatur, oxidativen Stress und Schwermetalle induziert 

(Anckar und Sistonen, 2011). Als Reaktion auf diesen zellulären Stress geht der 

HSF1 von einem Monomer in ein Trimer über (siehe Abbildung 3). Das Trimer kann 

dann wiederum an die DNA binden und ist trankriptionell aktiv (Anckar und Sistonen, 

2007). Dieser Übergang von HSF1 in ein aktives Trimer erfolgt durch 

Hyperphosphorylierung (Kline und Morimoto, 1997). Gleichzeitig führt die Aktivierung 

zu einer Veränderung der intrazellulären Lokalisation des Faktors. Ist die Zelle keinen 

schädigenden Einflüssen ausgesetzt, befindet sich der größte Anteil von HSF1 im 

Nukleus, kann jedoch aufgrund seines monomeren Zustandes zwischen Nukleus und 

Zytoplasma hin und her pendeln (Mercier et al., 1999; Vujanac et al., 2005). Erst 

durch die Phosphorylierung während eines Hitzeschocks und des Übergangs von 

HSF1 in ein aktives Trimer wird der Export von HSF1 in das Zytosol verhindert. Dies 

führt konsequenterweise zu einer vermehrten Ansammlung von HSF1 im Nukleus 

(Vujanac et al., 2005). Dort kann der HSF1 in seiner aktivierten trimeren Form an 

sogenannte Heat-Shock-Response Elements (HSEs) binden, welche sich vor den 

meisten Hitzeschockgenen befinden. Durch die Bindung wird dann wiederum die 

Transkription von Hitzeschockproteinen aktiviert (Fujimoto und Nakai, 2010). Das 

heißt, im Rahmen einer durch einen Stressstimulus ausgelösten Hitzeschockreaktion 

induziert HSF1 die Transkription von HSP70. So konnten Vera et al. zeigen, dass die 

Induktion von HSP70 und HSP27 nach einem Hitzeschock in Krebszellen, in denen 

der HSF1 zuvor gentechnisch ausgeschaltet worden war, maßgeblich reduziert war. 

Dies führte in den entsprechend vorbehandelten Zellen zu einer Reduktion der 

Thermotoleranz (Vera et al., 2014). Zusammenfassend lässt sich sagen, dass dem 

Hitzeschockfaktor 1 eine grundlegende Bedeutung in der Regulation und Aktivierung 

der Hitzeschockproteine unter Stressbedingungen zukommt (Wu, 1995; Morimoto, 

2008).  
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Abbildung 3: Schematisch Darstellung einer möglichen Form der Aktivierung von HSF1: HSF1 

wird durch die Assoziation mit Hitzeschockproteinen im inaktiven Zustand gehalten. Als nicht-

phosphoryliertes Oligomer blockiert HSP27 die Aktivität des HSF1. Der HSF1 wird auch durch 
Assoziation mit HSP90 im inaktiven Zustand gehalten. Durch proteotoxischen Stress bindet HSP90 
entfaltete Proteine und HSF1 wird frei. Durch stressbedingte Phosphorylierung kommt es zur 

Dissoziation von HSP27 und somit zur Aufhebung der Blockade von HSF1. Somit kann HSF1 in seine 
aktive trimere Form übergehen und als Trimer die DNA binden (modifiziert nach: Anckar und Sistonen, 
2011; Lanneau et al., 2010). 
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1.4.4 Ubiquitin und Ko-Chaperon CHIP 

Eine weitere wichtige Rolle in der Erhaltung der Zellhomöostase spielt Ubiquitin. 

Ubiquitin ist ein kleines, evolutionsbiologisch hochkonserviertes Protein in 

Eukaryonten und ein bekanntes stressinduzierbares Protein. Durch Anhängen von 

Polyubiquitinketten werden fehlgefaltete Proteine markiert, um dann durch das 

Proteasom abgebaut zu werden (Rassow et al., 2008, Oh  et al., 2013). Werden die 

polyubiquitinierten Proteine nicht vom Proteasom abgebaut, sind sie hochtoxisch für 

die Zelle. Alternativ werden sie dann durch Autophagie abgebaut oder als 

paranukleäre Aggresome abgelagert (Johnston et al., 1998). 

 

 

1.4.5 Hitzeschockprotein 90 

Ein weiteres Hitzeschockprotein aus der Gruppe der hochmolekularen HSPs ist 

HSP90. Es ist in der gesunden Zelle an den Sekretionswegen und 

Transportsystemen der Zelle beteiligt. Außerdem sichert HSP90 die Stabilität 

verschiedener Proteine. Unter Stressbedingungen ist HSP90 unabdingbar für den 

Ablauf des Zellzyklus (McClellan et al., 2007). Wenn ein Protein unter 

Stressbedingungen nicht mehr von HSP90 geschützt werden kann und die korrekte 

Faltung des Proteins fehlgeschlagen ist, wird das Protein ubiquitiniert und einem 

Proteasom zugeführt (Sugiyama et al., 2000). Im Abbau von fehlgefalteten Proteinen 

wirken HSP70 und HSP90 häufig gemeinsam (Dezwaan und Freeman, 2008). 

HSP90 bindet das Protein und überführt es an HSP70. HSP70 ist wiederum mit CHIP 

assoziiert, welches das Protein dann ubiquitiniert und dem Proteasom zum Abbau 

zuführt (Doran et al., 2007; de Wit et al., 2004; Fontaine et al., 2003; Jiang et al., 

2001) (siehe Abbildung 2). 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Oh%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24050967
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McClellan%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17923092
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1.4.6 Hitzeschockprotein 27 

Das niedermolekulare HSP27 wirkt ebenfalls als Chaperon in der Zelle. Auch HSP27 

bindet unter dem Einfluss von Stress teilgefaltete Proteine, um deren 

Aggregatbildung zu verhindern. Anschließend werden die von HSP27 gebundenen 

Proteine auf HSP70 übertragen, damit dieses dem Protein zu seiner richtig gefalteten 

Form verhelfen kann (Bryantsev et al. 2007; Parcellier et al., 2006). Im Gegensatz zu 

den ATP-abhängigen Hitzeschockproteinen wie HSP70 wird die Affinität von kleinen 

Hitzeschockproteinen wie HSP27 nicht durch ATP-Bindung reguliert, sondern durch 

den Oligomerisierungsstatus des HSPs (Parcellier et al., 2003). Unter 

physiologischen Bedingungen liegt HSP27 als bis zu 800 kDA großes Oligomer vor, 

das durch Stressinduktion in dimere Untereinheiten dissoziiert (Parcellier et al., 2006; 

Shashidharamurthy et al., 2005; Ito et al., 2001). Diese Dissoziierung bzw. die 

erneute Formation von HSP27-Oligomeren ist ein dynamischer Prozess, der vom 

Phosphorylierungsstatus des Proteins abhängt (Garrido, 2002) (siehe Abbildung 2). 

Dabei wird HSP27 als Reaktion auf verschiedene Stressstimuli durch die MAP 

Kinase 2 und 3 an drei Serinresten phosphoryliert (Kostenko und Moens, 2009; 

Clifton et al., 1996; New et al. 1998). Diese Phosphorylierung der Serinreste führt 

dann wahrscheinlich zu einer Destabilisierung des HSP27-Oligomers und zu seiner 

Dissoziation, indem die Interaktion zwischen den Untereinheiten verändert wird 

(Lambert et al., 1999). Umgekehrt führt die Dephosphorylierung von HSP27 zur 

erneuten Bildung von Oligomeren (Rogalla et al., 1999) (siehe Abbildung 2). In 

Abhängigkeit seines Phosphorylierungsstatus kontrolliert HSP27 den Abbau 

bestimmter Proteine (Lanneau et al., 2010), denn in seiner posphorylierten Form ist 

HSP27 an der Ubiquitinisierung von Proteinen beteiligt (de Thonel et al., 2010; 

Kostenko und Moens, 2009) und führt damit zum verstärkten Abbau von Proteinen 

durch das Proteasom (Garrido et al., 2006). So begünstigt beispielsweise HSP27 in 

Stresssituationen die Ubiquitinisierung von Proteinen wie IκB (Parcellier et al., 2006). 

Indem HSP27 den Abbau des NfκB-Inhibitors IκB fördert, stimuliert HSP27 indirekt 

die Aktivität von NfκB. Durch Induktion des antiapoptotischen Faktors NfκB hat 

HSP27 also auch Auswirkungen auf das Apoptosegeschehen (Parcellier et al., 

2003). Außerdem blockiert HSP27 als großes Oligomer in seiner nicht 

phosphorylierten Form die Aktivität des Transkriptionsfaktors HSF1 (Brunet et al., 

2009) und beeinflusst so wiederum die Hitzeschockreaktion der hochmolekularen 

Hitzeschockfaktoren (siehe Abbildung 3), da wie oben beschrieben der HSF1 die 
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Synthese von HSP70 kontrolliert. Die Konformationsänderungen von HSP27 führen 

nicht nur zu einer veränderten Interaktion von HSP27 mit anderen 

Hitzeschockproteinen sondern auch mit Aktin, einem Strukturprotein des Zytoskeletts 

(Lambert et al, 1999; Sun, et al., 2006). Somit ist HSP27 auch an der Regulation des 

Zytoskeletts sowie an der Zellmigration beteiligt (Kostenko und Moens, 2009). 

 

1.5  Endoplasmatisches Retikulum 

Am Endoplasmatischen Retikulum (ER) werden sekretorische Proteine synthetisiert. 

Störungen der ER-Homöostase beeinträchtigen die Proteinfaltung (Oyadomari und 

Mori, 2004). Auf Stress reagiert das ER zuerst mit einer Drosselung der 

Proteinsynthese, um eine Akkumulation fehlgefalteter Proteine zu verhindern 

(Harding et al., 2002). Im weiteren Verlauf werden dann Gene hochreguliert, die ER-

Chaperone kodieren wie beispielsweise BIP (GRP 78) (Yoshida et al., 1998; 

Caspersen et al, 2000). 

 

 

1.5.1  BIP 

BIP ist ein Chaperon des Endoplasmatischen Retikulums (Bertolotti et al., 2000; Lee, 

2001; Shen et al., 2002). Es erleichtert den Proteinfaltungsprozess, indem es durch 

die Bindung von Proteinuntereinheiten verhindert, dass noch ungefaltete Regionen 

des Proteins mit der Umgebung interagieren. Bip ist das ER-Pendant zu HSP70 im 

Zytosol und wird entsprechend über die Bindung von ATP kontrolliert (Baxter et al., 

1996; Saris N und Makarow, 1998; Hamilton, 1999). BIP hat eine hohe Affinität für 

Substrate in seiner ADP-gebundenen Form. Nach Bindung der Substrate an BIP 

werden sie in ihrer Konformation eingefroren (Flynn et al., 1989; Flynn et al., 1991). 

Durch den Austausch von ADP zu ATP wird das Substrat anschließend wieder von 

BIP freigelassen (Flynn et al., 1989) und kann dann weiter gefaltet werden. Durch die 

erneute Hydrolyse von ATP zu ADP geht BIP wieder in einen Zustand der hohen 

Affinität über (Braakman et al., 1992; Dorner et al., 1994). Wenn das 

Endoplasmatische Retikulum Stress ausgesetzt wird und es daraufhin zur 

Ansammlung von fehlgefalteten Proteinen kommt, wird BIP aktiviert, indem es von 
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den ER-Stress-Sensoren PERK, IRE1 und ATF6 dissoziiert und die fehlgefalteten 

Proteine bindet (Parmar und Schroder, 2012; Malhotra und Kaufman, 2007) (siehe 

Abbildung 4). Durch die antiapoptotischen Eigenschaften von BIP wirkt dessen 

Induktion vorerst schützend auf das Endoplasmatische Retikulum (Lee, 2001; Rao et 

al., 2002; Reddy et al., 2003). Wenn die zellulären Schutzmechanismen erfolgreich 

waren und die Anzahl an fehlgefalteten Proteinen unter ein bestimmtes Niveau fällt, 

assoziiert BIP mit PERK, IRE1 und ATF6 und die Zelle kehrt zur Homöostase zurück 

(Hetz, 2012; Tabas und Ron, 2011; Jäger et al., 2012). Sollte die Funktion des 

Endoplasmatischen Retikulums jedoch zu sehr geschädigt und die zytoprotektiven 

Mechanismen des ER überwältigt sein, wird die Apoptose eingeleitet (Tabas und 

Ron, 2011). An deren Ablauf sind drei Signalwege beteiligt, die Aktivierung von 

CHOP, der c-Jun-Kinase (JNK) und der ER-assoziierten Caspase 9 (Nakagawa et 

al., 2000; Urano et al., 2000; Nishitoh et al., 2002). 

 

 

1.5.2 CHOP 

CHOP (C/EBP homologous protein) ist ein Transkriptionsfaktor, der aus 2 Regionen 

besteht, einer DNA-Bindungsregion und einer Leucin-Zipper-Domäne zur 

Dimerisierung des Proteins (Ron und Habener, 1992; Ubeda et al., 1996). Wenn 

nach dem ER-Stress der Defekt im Proteinfaltungsprozess nicht gelöst werden kann, 

wird die Zelle der Apoptose zugeführt. Diese wird durch mehrere Zwischenschritte 

reguliert und schließlich durch eine Aktivierung von CHOP initiiert (Fornace Jr et al., 

1988; Ron und Habener, 1992; Ma et al., 2002) (Vergleiche Abbildung 4). Im 

Mausmodell konnte wiederholt belegt werden, dass CHOP für einen durch ER-Stress 

ausgelösten Zelltod notwendig ist (Song et al., 2008; Malhotra et al., 2008; Thorp, et 

al., 2009; Tabas und Ron, 2011; Pennuto et al., 2008). 

 

 

1.5.3 C-Jun N-terminale Kinasen  

c-Jun N-terminale Kinasen (JNKs) gehören zur Familie der MAP-Kinasen und sind 

Teil der Proliferations-, Differenzierungs- und Apoptoseprozesse der Zelle 

(Dhanasekaran und Reddy, 2008). Die JNK stimuliert proapoptotische Signalwege 
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(siehe Abbildung 4). Sie spielt eine wichtige Rolle sowohl im extrinsischen als auch 

intrinsischen Signalweg der Apoptose (Elmore, 2007) und gewährleistet so den 

möglichst effizienten Ablauf des Zelltods (Dhanasekaran und Reddy, 2008). Die 

Induktion der JNK wird durch oxydativen Stress ausgelöst und erfolgt über die 

Phosphorylierung an Threonin- und Tyrosinresten des Proteins (Fujino et al., 2007; 

Boldt et al., 2002; Matsuzawa et al., 2001; Nagai et al., 2007). So konnte gezeigt 

werden, dass eine aktivierte JNK an der durch Cisplatin verursachten Apoptose bei 

Ovarialkarzinomzellen beteiligt ist (Chen et al., 1999).  

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass bei sehr schwerem Stress auf das 

endoplasmatische Retikulum das proapoptotische Signal von JNK und CHOP stärker 

ist als der antiapoptotische Effekt der Chaperone (BIP) und deswegen die Apoptose 

eingeleitet wird (Szegezdi et al., 2006; Yanjun und Hendershot, 2004) (siehe 

Abbildung 4). 

 

 

 

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Stressreaktion im Endoplasmatischen Retikulum: 

Durch die Akkumulation von fehlgefalteten Proteinen kommt es zur Dissoziation von BIP von PERK, 
ATF6 und IRE1 in das Lumen des ER. BIP bindet die fehlgefalteten Proteine. PERK, ATF6 und IRE1 
werden aktiviert und induzieren unter anderem CHOP und JNK. Bei schwerem ER-Stress überwiegt 

das proapoptotische Signal von JNK und CHOP den antiapoptotischen Effekt der Chaperone (BIP) 
und die Apoptose wird eingeleitet. (modifiziert nach: Szegezdi et al., 2006; Ma und Hendershot, 2004; 
Ulianich und Insabato, 2014) 
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1.6 Das Thioredoxinsystem 

Ein weiterer Mechanismus der Zelle, die Sensitivität gegenüber zellulärem Stress wie 

zytotoxischen Substanzen zu vermindern, ist das Thioredoxinsystem (Biaglow und 

Miller, 2005). Das Thioredoxin/Thioredoxinreduktase–System ist ein Kofaktor in der 

DNA-Synthese. Thioredoxin liefert die Elektronen für die Reduktion der 

Ribonukleotide zu Desoxyribonukleotiden durch die Ribonukleotid-Reduktase. 

Bekanntermaßen sind Desoxyribonukleotide essentiell für die DNA-Synthese und 

somit für die Zellproliferation (Powis und Montfort, 2001). Thioredoxin kann oxidierte 

Substrate reduzieren, da seine SH-Gruppen reversibel oxidiert bzw. reduziert werden 

(siehe Abbildung 5). Das nach der Elektronenübertragung selbst oxidierte 

Thioredoxin wird dann wiederum durch die Thioredoxin-Reduktase NADPH-abhängig 

regeneriert (Powis und Montfort, 2001; Nishinaka et al., 2001). Entsprechend dem 

Gluthation-System wirkt auch Thioredoxin antioxidativ (Berggren et al., 2001). Man 

darf also davon ausgehen, dass Thioredoxin die Zellfunktion schützt, indem es 

zelluläre Proteine reduziert, die durch oxidativen Stress beschädigt worden sind 

(Biaglow und Miller, 2005). 

 

 

 

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Thioredoxinsystems: Desoxyribonukleotide 

entstehen durch Reduktion der entsprechenden Ribonukleotide. Diese Reaktion wird durch die 
Ribonukleotid-Reduktase katalysiert. Das Enzym wird anschließend durch Thioredoxin reduziert. 
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Thioredoxin wird dann FADH2 abhängig durch die Thioredoxin-Reduktase regeneriert (Rassow et al. 

2008; Kast et al., 2013) 

1.7 Fragestellung 

Im Rahmen dieser Arbeit sollten bereits zugelassene Substanzen auf bisher 

ungenutzte Wirkungsbereiche untersucht werden. Die antitumorale Wirkungsweise 

von Disulfiram sollte genauer definiert und die Substanz für eine 

Medikamentenrepositionierung zur Behandlung des Ovarialkarzinoms etabliert 

werden. Der Einfluss der Substanz auf zellmorphologischer und 

molekularbiologischer Ebene wurde mit Hilfe von MTT-Tests, Immunblotanalysen, 

PCR und Immunfluoreszenzmikroskopie beschrieben. Hierbei wurde besonderes 

Augenmerk auf die Hitzeschockreaktion der Zelle gelegt.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Geräte und Software 

Brutschrank, HERAcell 150i  Thermo Fisher Scientific, Roskilde, DK 

Stickstofftank       Linde, Unterschleißheim, D   

Sterilbank, Laminar Air Flow     Heraeus Instruments, Hanau, D 

Zentrifuge, HerausBiofugeStratos   Thermo Scientific Inc., Roskilde, DK 

Elektroblotting-Apparat, MiniTransBlot®   BioRadLaboratories GmbH, München, D 

Elektrophoresestromquelle, Consort E815   Consort, Parklaan, BEL 

Thermocycler (Mastercycler Gradient)  Eppendorf GmbH, Hamburg, D 

Fluoreszenzmikroskop, Zeiss Axiophot   Zeiss, Jena, D 

Schüttler, VibraxSerono Shaker    Serono, Rockland, USA 

MolecularImager, Gel Doc XR+    BioRad Laboratories, München, D  

Zentrifuge,Centrifuge 5415D    Eppendorf GmbH, Hamburg, D 

Mikroskop (Leitz Periplan)    Leitz, Wetzlar, D 

Handzentrifuge     Ltf Labortechnik, Wasserburg, D 

Pipettierhelfer(Accu-jet®)    Brand, Wertheim, D 

7500 Fast Real-Time-PCR System  Applied Biosystems, Darmstadt, D  

Image Lab 2.0 Software    BioRad Laboratories, München, D  

 

 

2.2  Verbrauchsmaterialien 

Pipetten, Eppendorf Research   Eppendorf AG, Hamburg, D 

Pipettenspitzen, SafeSealTips Premium Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, D 

Serologische Pipetten  Sarstedt AG & Co, Nürnbrecht, D 

Zellkulturplatten (24-well, 6-well) Becton Dickinson and Company, Franklin 

Lakes, NJ USA 

Zellkulturschale (60.1cm²) TechnoPlasticProducts,Trasadingen, CH 

Kulturflaschen (50ml,Falcon®) Becton Dickinson Labware, Franklin 

Lakes, NJ. USA 

8-Well Platte (Millicell® EZ slide) Millipore Corporation, Billercia, MA, USA 

Reagiergefäß (1,5 ml) Sarstedt AG & Co, Nürnbrecht, D 

Reagiergefäße (15ml, 50ml) Centrifuge Cups, VWR International, LLC, 

Radnor, PA, USA 
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Objektträger  P. Marienfeld GmbH, L.-Königshofen, D 

96-Well-Platten      VWR, Ismaning, D 

Deckgläser (24x24 mm) Gerhard Menzel, Braunschweig, D 

Filterpapier (583 Gel Dryer, 25) BioRad Laboratories GmbH, München, D 

PVDF Membran (0, 45 µm)     Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D 

Mini Gel Holder Cassette BioRad Laboratories, München, D 

Fiber Pads (Mini Trans-Blot) BioRad Laboratories, München, D 

Precast Gels 4-10% (Mini Proteam TGX) BioRad Laboratories, München, D 

Agarose-Gele (E-Gel 2% Agarose)    Invitrogen, Karlsruhe, D  

       

 

 

2.3 Chemikalien und Biochemikalien 

Nährmedium, Dulbecco`s MEM   Biochrom AG, Berlin, D 

Fötales bovines Serum    Biochrom AG, Berlin, D 

Penicillin/Streptomycin    Biochrom AG, Berlin, D 

Phosphate Buffered Saline, Dulbecco`s PBS PAA Laboratories GmbH, Pasching, AT 

Trypsin-EDTA  PAA Laboratories GmbH, Pasching, AT 

Ethanol (80% mit Methylethylketon vergällt ) Apotheke LMU, München, D 

Coomassie® Brilliantblau G250 Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, D 

Milchpulver, Blotting Grade     Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D 

Natrium-Azid  Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D 

Tween® 20      Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D 

BCIP Conc. 50mg/ml     Promega, Mannheim, D 

NBT Conc. 50mg/ml      Promega, Mannheim, D 

Trisphosphat (Pufferan®)    Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D 

 

 

2.3.1  Proteinchemische Reagenzien 

RIPA-Puffer       Cell Signal, Frankfurt, D 

(Radio-Immunoprecipitant-Assay-Puffer) 

Auftragspuffer (Roti-Load 1,     Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D 

4xKonz reduzierend/nicht reduzierend) 

      

Transferpuffer (10xTris/Glycine Buffer)  BioRad Lab. GmbH, München, D 
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Laufpuffer (10xTris/Glycine/SDS Buffer)  BioRad Lab. GmbH, München, D 

Proteinmarker (Prestained Protein Marker) Cell Signaling Technology, Inc., 

Danvers, MA, USA 

Einbettmedium (Mounting Medium with Dapi) Vector Lab., Inc. Burlingame, CA, 

USA 

Einbettmedium (IMM Mounting Medium)                         Ibidi GmbH, Martinsried 

 

 

 

2.3.2 Molekularbiologische Reagenzien: 

 

Lyse-und Waschpuffer (RNA-Isolations Kit)  Macherey-Nagel GmbH, 

Düren, Deutschland 

Oligo dT Nukleotide (Oligo dT Primer)    Biomers, Neu-Ulm, D 

Reverse-Transkriptase-Puffer (M-MLV RT 5x Buffer)  Promega, Mannheim, D 

PCR Nukleotid Mix (d NTP-Mix 10mM) Peqlab Biotechnologie                 

GmbH, Erlangen, D 

Ribonuklease Inhibitor (peq Gold RNase Inhibitor) Peqlab Biotechnologie 

GmbH, Erlangen, D 

Reverse Trankriptase (M-MLV Reverse Trankriptase)  Pomega, Mannheim, D 

PCR Master Mix        Promega, Mannheim, D 

DNA-Marker (pBR 328 Mix I, T147.1) Carl Roth GmbH, 

München, D 

Probenpuffer ( 6x Mass Ruler Loading Dye Solution) Fermentas GmbH, 

St.Leon-Rot, D 

ITaq Fast Supermix with Rox BioRad Laboratories GmbH, 

München, D 

 

2.3.3 Medikamente/Substanzen 

Disulfiram        Axxora, Lörrach, D 

Cu(II)Chlorid       Merck, Darmstadt, D 

Auranofin        Axxora, Lörrach, D     
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2.4  Zellkultur und Zelllinien 

Die Zelllinien OVCAR-3, SKOV-3, OVMZ-30, OVMZ-31, OVMZ-37 und OVMZ-38 

sind in unserem Forschungslabor etablierte, permanente Ovarialkarzinomzelllinien. 

Die Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 sind ebenfalls etablierte 

Zelllinien und wurden für Vergleichszwecke genutzt. Zellen der Linien OVCAR-3, 

SKOV-3, OVMZ-31, OVMZ-37, OVMZ-38, MCF-7 und MDA-MB-231 wurden bei 5%-

igem CO2 im Brutschrank in Nährmedium kultiviert. Das Nährmedium wurde mit 

10%igem fötalem Kälberserum sowie 100U/ml Penicillin und 100µg/ml Streptomycin 

supplementiert. Bei hoher Zelldichte wurden die Zellen ausgedünnt, um das 

Zellwachstum nicht zu behindern. Hierzu wurde das Nährmedium entfernt und die 

Zellen mit PBS-Lösung gewaschen.  

Anschließend wurden die Zellen mit Trypsin bedeckt, um eine Ablösung der Zellen 

vom Boden der Zellkulturflasche zu erreichen. Je nach Zelllinie wurde das Trypsin 

unterschiedlich lang auf den Zellen belassen. Sobald im Mikroskop eine Abrundung 

der Zellen beobachtet werden konnte, wurden die Zellen durch vorsichtiges 

Abklopfen vom Boden der Zellkulturflasche gelöst. Die gelösten Zellen konnten nun 

verworfen werden, um eine reduzierte Zelldichte zu gewährleisten. Bei Bedarf 

wurden die gelösten Zellen zur Inaktivierung des Trypsins wieder im Medium 

aufgenommen. Durch Auf- und Abpipettieren wurde eine homogene Zellsuspension 

hergestellt. Es wurden je 10.000 Zellen als 500µl Zellsuspension auf der 24-Well 

Platte verteilt und im Brutschrank kultiviert, bis die Zellen ausreichend dicht 

gewachsen waren. Anschließend wurden die zu überprüfenden Substanzen 

Disulfiram, Kupfer und Auranofin in verschiedenen Konzentrationen hinzugegeben. 

Der Einfluss der Substanzen auf die Zellmorphologie und Zellentwicklung wurde 

mikroskopisch begutachtet. Die Zellen wurden mit einer Proteinfärbung gefärbt, um 

die unterschiedliche Zelldichte makroskopisch darzustellen. Hierzu wurde die 

Nährlösung abgegossen und vergällter Ethanol (80%) auf die Zellen pipettiert, um sie 

zu fixieren. Es wurde mit Wasser nachgespült, um dann den Protein-Blau-Farbstoff 

(eine Prise des Farbstoffs Coomassie® Brilliantblau, Sigma-Aldrich GmbH), in 50ml 

Ethanol (20%) gelöst, auftragen zu können. Nach einer Einwirkungszeit von 6 

Stunden wurde die Farbe abgegossen und die Farbüberreste mit destilliertem 
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Wasser abgespült. Anschließend wurden die angefärbten Zellen begutachtet; ein 

Zelltod war durch die Abwesenheit von Zellen im Vergleich zur Probe ersichtlich. 

 

 

 

2.4.1 Bildung von Zelllysaten 

Durch Trypsinisierung wurden je 1 Mio. Zellen entnommen und auf Petrischalen in 

10ml Medium kultiviert. Die Zellen wurden dann 24 Stunden lang mit 

Disulfiram/Kupfer bzw. Auranofin in aufsteigenden Konzentrationen inkubiert. Die 

Lysate der behandelten Zellen wurden gebildet, um den Einfluss der Substanzen auf 

Ebene der Proteinexpression zu ermitteln. Zellen der Linien OVCAR-3 und SKOV-3 

wurden für 24 Stunden mit 1µM Disulfiram, 1µM Kupferchlorid oder mit einer 

Kombination aus jeweils 1µM Disulfiram und 1µM Kupferchlorid inkubiert. Alternativ 

wurden die Ovarialkarzinomzellen OVCAR-3 für 24 Stunden mit 1µM Auranofin, 

250nM Disulfiram/Kupfer bzw. mit einer Kombination aller drei Medikamente 

behandelt. Zellen der Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 wurden 24 

Stunden lang mit aufsteigenden Konzentrationen Disulfiram/Kupfer (0, 250nM, 

500nM bzw. 750nM) behandelt. Außerdem konnte im Rahmen einer Zeitkinetik die 

Reaktion der Zellen auf eine bestimmte Substanz im zeitlichen Verlauf dargestellt 

werden. Um den Einfluss von Disulfiram/Kupfer zeitabhängig beurteilen zu können, 

wurden die Zellen der Linien OVCAR-3 und SKOV-3 mit 1µM Disulfiram/Kupfer 

behandelt. Die Zellen wurden dann nach 3, 5, 7 bzw. 9 Stunden lysiert, um das 

Geschehen zum jeweiligen Zeitpunkt festhalten zu können. Zur Lysatbildung wurde 

das Nährmedium von den Petrischalen abpipettiert und jeweils 300µl RIPA-Puffer auf 

die Zellen gegeben. Der Puffer führte zur Zelllyse und Solubilisierung von Proteinen, 

ohne die Proteine zu beschädigen. Darüber hinaus minimierte er unspezifische 

Proteininteraktionen. Nach leichtem Schwenken wurde die Schale 15 Minuten 

eingefroren. Die sich bildenden Eiskristalle sollten das Aufbrechen der Zellmembran 

unterstützen. Anschließend wurde die Schale wieder aufgetaut. Die Suspension 

wurde von der Schale in ein Eppendorf-Cup überführt und 2 Minuten bei 20.000rpm 

zentrifugiert. Die Bildung eines Pellets aus Zellbestandteilen konnte beobachtet 

werden. Der Überstand, der die Proteine enthält, wurde abgenommen und mit 100µl 

Auftragspuffer versetzt. Es wurde unter nicht-reduzierenden und reduzierenden 
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Bedingungen gearbeitet. Durch Nutzung des reduzierenden Puffers (enthält 

Mercaptoethanol) wurden die Dissulfidbrückenbindungen der Proteine gespalten. 

Wenn die Zellen der Zellkultur durch die Behandlung mit einer Substanz bereits vom 

Boden der Petrischale abgelöst waren, wurde das Medium mit den Zellen abpipettiert 

und in einem 10ml Eppendorf-Cup 3 Minuten lang bei 4000rpm zentrifugiert. Das so 

gebildete Pellet, das noch unversehrte Zellen enthält, wurde mit 300µl RIPA-Puffer 

versetzt und dann gleichfalls für 15 Minuten eingefroren. 

 

 

2.4.2 Zellfraktionierung 

Die Zellfraktionierung zur groben Trennung der Bestandteile der Zelle erfolgte durch 

Zentrifugation. Die Separation von nukleären und zytosolischen Proteinen 

ermöglichte eine Unterscheidung der Proteinexpression zwischen Nukleus und 

Zytosol im Western Blot. Durch Trypsinisierung wurden je 1Mio. Zellen der Linien 

OVCAR-3 und SKOV-3 entnommen und auf Petrischalen in 10ml Medium kultiviert. 

Nach Erreichen einer ausreichenden Konfluenz von 70% wurden die Zellen für 

jeweils 8 Stunden mit 1µM Disulfiram/Kupfer behandelt. Nach der Trypsinisierung 

wurden die Zellen erneut in 10ml Medium aufgenommen und in ein Eppendorf-Cup 

überführt. Die Zellsuspension wurde 3 Minuten lang mit 1.200rpm zentrifugiert. Das 

entstandene Pellet enthielt die intakten Zellen und wurde in 300µl hypotonen 

Lysepuffer überführt. Der niedrige osmotische Druck des Puffers führte zum 

Anschwellen der Zellen und schließlich zum Platzen der Zellmembran, was durch 

das Einfrieren (Eiskristallbildung) noch unterstützt wurde. Deshalb wurden die 

Proben 30 Minuten auf Eis gestellt und anschließend 15 Minuten lang eingefroren. 

Somit lagen Zellorganellen und Zytosol frei. Die Suspension wurde anschließend 

erneut 3 Minuten lang mit 1.200rpm zentrifugiert. Der Überstand enthielt zytosolische 

Bestandteile und wurde abgenommen. Das Pellet wurde in 300µl RIPA-Puffer 

überführt, um die Lyse der nukleären Membran zu gewährleisten. Es erfolgte die 

Zentrifugation der zytosolischen sowie der nukleären Fraktion für jeweils 3 Minuten 

bei 20.000rpm. Der Überstand der nukleären Bestandteile wurde mit 100µl Sample-

Puffer versetzt. Die zytosolische Fraktion wurde gleichfalls mit 100µl Sample-Puffer 
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versetzt. Die Proben wurden mit Hilfe von Western Blot analysiert. Dabei wurde 

GAPDH als Marker für die zytosolische Fraktion und MTA2 für die nukleäre Fraktion 

verwendet.  

Lysepuffer: 1mM Dithiothreitol, 0,5% NP-40, 1mM EDTA, 0.1mM Pefabloc (angesetzt in 1:10 

verdünntem PBS, pH-Wert 7.4)  

 

 

 

 

 

 

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Zwischenschritte der Zellfraktionierung 
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2.4.3 Clonal Assay 

Ein Reversibilitätsexperiment wurde durchgeführt, um die Wirkung von 

Disulfiram/Kupfer längerfristig beurteilen zu können. In 24-Well-Platten wurden 

jeweils 10.000 Zellen in Nährmedium kultiviert und anschließend mit 1µM 

Disulfiram/Kupfer behandelt. Die Substanzen wurden nach 4 bzw. 8 Stunden 

entfernt. Die behandelten Zellen wurden trypsinisiert, jeweils 500 Zellen auf eine 6-

Well-Platte übertragen und weitere 10 Tage in Nährmedium kultiviert. Die Zellen 

wurden anschließend mit Ethanol fixiert und mit einer Kristallviolettfärbung 

makroskopisch sichtbar gemacht. Hiermit konnte überprüft werden, ob der 

beobachtete Effekt von Disulfiram/Kupfer möglicherweise reversibel ist. Alternativ 

wurden 500 Zellen direkt aus der Zellkulturflasche entnommen, auf einer 6-Well-

Platte kultiviert und mit den Substanzen behandelt. 

 

 

2.5  Immunblotanalyse 

2.5.1 Gelelektrophorese 

Zum Ermitteln der Wirkung der angewendeten Substanzen auf Proteinebene wurden 

die in den Zelllysaten gewonnen Proben im Western Blot untersucht. Zwei Mini-

Protean-Precast-Gele wurden vorbereitet. Hierzu wurden die Kämme und der 

Klebestreifen vom Boden der Gel-Kassette entfernt. Die Gel-Kassette wurde in der 

Gel-Tranfer Zelle platziert. In die äußere und innere Kammer wurde Laufpuffer 

gegeben. Der Laufpuffer enthält SDS (Sodiumdodecylsulfat). SDS ist ein 

amphipatisches Molekül. Die hydrophobe Kette bindet an hydrophobe Bereiche des 

Proteins, negativ geladenes SO3- interagiert mit Wasser. Durch Abstoßung wird die 

Sekundär- und Tertiärstruktur des Proteins zerstört. Es bilden sich langgestreckte 

Protein-SDS-Komplexe. SDS überträgt eine stark negative Ladung auf das Protein 

und maskiert so dessen Eigenladung (siehe Abbildung 7A). Alle Proteine weisen nun 

ein ähnliches Masse-zu-Ladung-Verhältnis und eine ähnliche Form auf. Die Migration 

der Proteine im elektrischen Feld hängt nun nicht mehr von der Eigenladung der 

Proteine ab sondern von deren Molekulargewicht. Alle mit SDS behandelten Proteine 
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wandern zur Anode (siehe Abbildung 7B). Die im Vergleich zum nativen Protein 

erhöhte negative Ladung sorgt außerdem für schnellere Laufzeiten. Mit einer Spritze 

wurden die Kammern des Gels gespült, bevor 10µl eines Proteinmarkers in eine 

Kammer und 20µl der Proben in die restlichen Kammern gegeben wurden. Der 

Kassettenhalter mit den beladenen Gelen wurde an eine Stromquelle 

angeschlossen. Durch die angeschlossene Ladung von 200V wurde das 

Proteingemisch entsprechend seiner Größe in Proteinbanden aufgetrennt. Die 

Elektrophorese wurde beendet, wenn der Proteinmarker die Referenzlinie der 

Gelkassette erreicht hatte. Die Gelkassette wurde an den entsprechend markierten 

Stellen mit Hilfe eines Spatels geöffnet.  

 

 

2.5.2  Immunblotting  

Währenddessen wurde die Trägermembran vorbereitet. Zur Aktivierung der PVDF-

Membran wurde 100%iger Ethanol verwendet. Anschließend wurde die Membran in 

Transfer-Puffer equilibriert. Das Gel wurde dann auf die mit Ethanol vorbehandelte 

größenidentische Membran übertragen. Gel und Membran wurden von Filterpapier 

und ganz außen von Schaumstoffkissen umgeben und in die Gel-Holder-Kassette 

geklemmt (siehe Abbildung 7C). Diese wurde zwischen den Elektroden der Blotting-

Apparatur (BioRad) platziert, die mit einem vorher gekühlten Transferpuffer gefüllt 

war. Zusätzlich wurde ein Kühlaggregat eingebracht, um die Temperatur des 

Laufpuffers zu reduzieren. Senkrecht zum Gel wurde nun eine elektrische Spannung 

von 100V für 1 Stunde angelegt. So wurden die Proteine auf die Trägermembran 

übertragen, ohne dass das Muster der elektrophoretischen Auftrennung verändert 

wurde. Das Gel mit den negativ geladenen Proteinen war zur Kathode hin orientiert, 

die Membran zur Anode. Die in Richtung Anode wandernden Proteine treffen so auf 

die Membran. Ansonsten würden sie in den Laufpuffer strömen. Nach dem Transfer 

der Proteine auf die Membran wurde die Membran in 4%ige Milchpulverlösung 

gegeben und für 4 Stunden auf das Schüttelgerät gestellt. Das Milchpulver blockiert 

die freien unspezifischen Proteinbindungsstellen auf der Membran, da sich sonst die 

Antikörper an diese Bindungsstellen heften und einen spezifischen Nachweis von 

Antigenen unmöglich machen. Die Transfermembran wurde mit dem Primärantiköper 
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(angesetzt im Verhältnis 1:1000 in Blockinglösung) gegen das zu untersuchende 

Protein über Nacht bei 4°C inkubiert. Anschließend wurde die Membran 3 mal 5 

Minuten mit PBS gewaschen. Nach Inkubation des Sekundärantikörpers (angesetzt 

im Verhältnis 1:1000 in Blockinglösung) für 1,5 Stunden wurde die Membran erneut 3 

mal 5 Minuten mit PBS gewaschen. Zuletzt wurde die Färbelösung auf die Membran 

gegeben, wodurch die Proteinbanden sichtbar wurden (siehe Abbildung 7D). Diese 

konnten mit Hilfe des verwendeten Markers in ihrem Molekulargewicht eingeordnet 

werden. Zum Abbruch der Farbreaktion wurde die Membran mit Leitungswasser 

gespült und getrocknet. 

 

Puffer und Lösungen in verwendeter Konzentration: 

Tranferpuffer 10% Tris/Glycine Buffer von BioRad Laboratories GmbH in destilliertem H2O  

Laufpuffer  10% Tris/Glycine/SDS Buffer von BioRad Laboratories GmbH in destilliertem 

H2O 

Blockinglösung 4% Milchpulver in 1:10 verdünnter PBS, 0.025% Azid, 0.025% Tween 20 von 

Carl Roth GmbH 

Trisphosphat-Puffer 12% Trisphosphat, Tris, Pufferan® von Carl Roth GmbH in destilliertem H₂O, 

Zugabe von HCL zum Erreichen eines PH-Wertes von 9,5 

Entwicklungspuffer 10% NaCl, 10% Trisphosphat-Puffer, 0.5% MgCl2,  

Entwicklungslösung 0.33% BCIP, 0.66 % NBT von Promega in Entwicklungspuffer 
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2.5.3 Verwendete Antikörper 

Cleaved PARP   CellSignaling Technology, Frankfurt, Deutschland 

HSF1     Cell Signaling Technology, Frankfurt, Deutschland 

IkB     Cell Signaling Technology, Frankfurt, Deutschland 

P65     Cell Signaling Technology, Frankfurt, Deutschland 

JNK     Cell Signaling Technology, Frankfurt, Deutschland 

p-JNK     Cell Signaling Technology, Frankfurt, Deutschland 

Ubiquitin    CellSignaling Technology, Frankfurt, Deutschland 

HSP70 (W27)    SantaCruzBiotech, Heidelberg, Deutschland 

HSP90α/β (F8)   SantaCruzBiotech, Heidelberg, Deutschland 

p-HSP27 (Ser78)   SantaCruzBiotech, Heidelberg, Deutschland 

mcl1     SantaCruzBiotech, Heidelberg, Deutschland 

GAPDH (0411)   SantaCruzBiotech, Heidelberg, Deutschland 

MTA2 (F9)    SantaCruz Biotech, Heidelberg, Deutschland 

Alkaline Phosphatase-Sekundärantikörper  

(Kaninchen bzw. Maus)  Dianova GmbH, Hamburg 
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Abbildung 7 : Schematische Darstellung einzelner Zwischenschritte der Immunblotanalyse 
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2.6 Polymerase-Kettenreaktion 

2.6.1 RNA-Isolation  

Zellkulturen wurden für eine PCR angesetzt, um auf transkriptioneller Ebene die 

Wirkung von Disulfiram/Kupfer und Auranofin auf die Zellen zu analysieren. Jeweils 1 

Mio. Zellen der Linien OVCAR-3 und SKOV-3 wurden für 3 bzw. 6 Stunden mit der 

Kombination aus 1µM Disulfiram und 1µM Kupfer (DSF/Cu) behandelt. Jeweils 1Mio. 

Mammakarzinomzellen MCF-7 wurden 4 Stunden lang in 0,5 bzw. 1µM 

Disulfiram/Kupfer inkubiert. Zur Darstellung der Wirkung von Auranofin wurden 1 Mio. 

Zellen der Linie MCF-7 über 24 Stunden mit aufsteigender Konzentration Auranofin 

(0, 250nM, 500nM, 750nM) behandelt. Nach abgeschlossener Behandlung mit einer 

Substanz wurde das Medium abgenommen sowie 300µl RA1-Puffer (Marcerey-

Nagel, NucleoSpin® -RNA Clean-up-kit) und 300µl Ethanol (100%) zu den Zellen 

hinzugefügt. Nachdem 300µl RA1-Puffer und 300µl Ethanol (100%) hinzugefügt 

worden waren, wurde die Lösung in entsprechend markierte Nucleo-Spin-Cups 

umpipettiert. Anschließend wurde die Lösung für 30 Sekunden zentrifugiert (8000 x 

g). Das Auffang-Cup und die darin angesammelte Flüssigkeit wurden entsorgt. 

Nachdem 250µl RA2-Puffer zugegeben worden war, wurden die Proben unter 

Verwendung eines neuen Auffang-Cups erneut 30 Sekunden lang zentrifugiert. Die 

durchgelaufene Flüssigkeit wurde erneut entsorgt. Jetzt wurden 700µl RA3-Puffer 

zugegeben und für weitere 30 Sekunden zentrifugiert. Der Durchlauf wurde erneut 

verworfen. Nach Zugabe von 350µl RA3-Puffer wurde 2 Minuten lang zentrifugiert. 

So konnte das Ethanol vollständig entfernt werden. Anschließend wurde das 

Auffang-Cup verworfen und durch ein nukleasefreies Reaktionsgefäß (1,5ml) ersetzt. 

Die Membran wurde bei offenem Deckel 3 Minuten lang getrocknet. Das Protokoll 

des Herstellers sieht das Eluieren der RNA in 60µl RNAse freiem Wasser vor. In 

dieser Arbeit wurde die RNA in 33µl RNAse freiem Wasser eluiert, um eine höhere 

RNA-Konzentration in den Proben zu erreichen. Anschließend wurden die Proben 

nochmals 1 Minute lang zentrifugiert (Protokoll „RNA clean-up“- User manual von 

Marcerey-Nagel March 2012/Rev.03). 
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2.6.2 C-DNA - Synthese  

Die so gewonnene RNA wurde nun mit Hilfe des Enzyms Reverse-Transkriptase in 

komplementäre DNA (c-DNA) umgeschrieben. Das RNA-abhängige Enzym benötigt 

zur c-DNA-Synthese einen Primer, der an die RNA bindet. Zu der extrahierten RNA 

wurde 1,5µl oligo-dT als Primer gegeben. Der Primer ist komplementär zur Poly-A-

Sequenz der messenger-RNA. Um die Bindung der Oligonukleotide zu ermöglichen, 

wurde die Lösung 5 Minuten lang bei 70°C inkubiert. Nach der Inkubation wurde auf 

Eis gearbeitet, um eine Renaturierung der Proben zu verhindern. Der Lösung wurden 

10µl Reverse-Transcriptase-Puffer, 2,5µl Nukleotid-Mix, 0,5µl Ribonuklease-Inhibitor 

sowie 1,5µl Reverse-Transkriptase zugegeben. Es folgte eine 60-minütige Inkubation 

bei 42°C, während der die Synthese der c-DNA mittels reverser Transkription 

stattfand. Das Produkt war ein c-DNA-Strang, der mit dem ursprünglichen RNA-

Strang hybridisiert war. Da die ursprüngliche Matrize eine prozessierte RNA war, die 

u.a. das Splicing schon durchlaufen hat, finden sich auf der c-DNA im Gegensatz zur 

natürlichen eukaryotischen DNA keine Introns. 

 

C-DNA-Synthese (einfacher Ansatz)  

1.5µl  Oligo-dT-Nukleotide, 5-minütige Inkubation bei 70˚C 

10µl Reverse-Transkriptase-Puffer von Promega 

2,5µl PCR-Nukleotid-Mix von Peqlab 

0,5µl  Ribonuklease-Inhibitor Peqlab 

1,5µl Reverse-Trankriptase von Pomega, 60-minütige Inkubation bei 42˚C  
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2.6.3 Real-Time-PCR 

Zur Quantifizierung der gewonnenen c-DNA wurde eine Real-Time-PCR 

durchgeführt. Die Real-Time-PCR ermöglichte eine Vervielfältigung der DNA 

entsprechend einer Polymerasekettenreaktion und zusätzlich eine Bestimmung der 

Menge der amplifizierten Sequenz. Mit Hilfe eines β-Aktin-Primers konnte so die 

quantitative Übereinstimmung der Proben überprüft werden, bevor die Standard-PCR 

durchgeführt wurde. Die Quantifizierung erfolgte durch Messung von Fluoreszenz-

Signalen. Die Fluoreszenz nahm proportional der Menge der PCR-Produkte zu. Die 

Signale wurden während eines PCR-Zyklus in Echtzeit erfasst. So konnte bereits 

während der einzelnen Schritte der Kettenreaktion die Anzahl der DNA-Kopien 

errechnet werden. Die ABI-7500-Fast-Software quantifizierte Fluoreszenz-Signale 

während der exponentiellen Phase der PCR, in der sich die Menge an DNA-

Templaten bei jedem Zyklus annähernd verdoppelte. Hierfür wurden spezielle 

fluorogene Sonden eingesetzt. Diese bestehen aus einem zur Template-DNA 

komplementären Nukleotid. Diese TaqMan-Sonden können mit einem mittleren 

Bereich der Template-DNA hybridisieren. Das 5´Ende ist mit einem fluoreszenten 

Reporterfarbstoff markiert, während an das 3´Ende ein Quencher-Farbstoff gekoppelt 

ist. Durch die räumliche Nähe von Reporter und Quenscher wird die Fluoreszenz des 

Reporters unterdrückt (Fluoreszenz Energietransfer nach Förster). Die 

Fluoreszenzlöschung durch den Quencher ist reversibel. Die Intensität der 

Fluoreszenz des Reporters steigt, sobald der Quencher entfernt wird. Da sich der 

Reporterfarbstoff auf der intakten Sonde im Einflussbereich des Quenchers befindet, 

wird bei einer Anregung durch eine Wellenlänge von 488nm keine Fluoreszenz 

gemessen. Im Rahmen der PCR kommt es zur Anlagerung von Primer und Sonde 

am Matritzenstrang. Während der Elongationsphase verlängert die Taq-Polymerase 

die Primer an ihrem freien 3´OH-Ende und baut mit ihrer 5´-3´Exonuklease–Aktivität 

die Sonde ab. Durch die Sondenhydrolyse wurden Reporterfarbstoff und Quencher 

voneinander getrennt. Der freigesetzt Reporterfarbstoff wurde am Ende jedes 

Zykluses detektiert. Nicht hybridisierte Sonden wurden nicht hydrolisiert. Auf diese 

Weise wurde die Fluoreszenz des Farbstoffs nur dann messbar, wenn die DNA-

Polymerase tatsächlich den gewünschten Strang kopiert hatte. Jedes freigesetzte 

Molekül Reporterfarbstoff stand daher für einen synthetisierten DNA-Strang. 

Entsprechend der Akkumulation von PCR-Produkten stieg die Fluoreszenz des 
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Reporters mit jedem Zyklus an. Zur Ausführung der Real-Time-PCR wurden jeweils 

1µl Primer-Mix, 8µl H2O sowie 10µl iTaq-Fast-Supermix mit 1µl der oben gewonnen 

c-DNA in sterile 96-Well-Platten pipettiert. Der Supermix enthält Taq-Polymerase, 

Puffer und Nukleotide. Die Emission des Reporterfarbstoffs wurde von der ABI-7500-

Fast-Sofware quantifiziert und graphisch dargestellt. 

 

Real-Time-PCR (einfacherAnsatz) 

1µl  Primer-mix für Real-Time-PCR 

10µl iTaq-Fast-Supermix with Rox von BioRad 

8µl H₂O 

 

 

2.6.4 Standard-PCR 

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion können Nukleinsäuren exponentiell 

amplifiziert werden. Als Matrize diente die generierte c-DNA. Zu 1µl c-DNA wurden 

1µl des gewünschten Primers als Primer-Mix, H₂O sowie PCR-Master-Mix 

zugegeben. Der Primer-Mix besteht aus Rückwärts- und Vorwärtsprimern. Es handelt 

sich dabei um 15-30 Basen lange, synthetische Oligodesoxyribonukleotide. Ihre 

Sequenz wurde so gewählt, dass sie komplementär zu der Sequenz jeweils eines 

Einzelstranges der zu vervielfältigenden DNA war und dass die Primer nach 

Anlagerung an die komplementäre DNA-Sequenz die zu vermehrende DNA-Sequenz 

zwischen sich einschließen. Der Master-Mix wurde in fertiger Form von Promega 

erworben und enthält u.a. die TaqDNA-Polymerase und Nukleotide (dNTPs). Die 

Taq-Polymerase ist eine thermostabile DNA-Polymerase, die ursprünglich aus dem 

thermophilen Bakterium Thermus aquaticus isoliert worden war.  

Im verwendeten Thermocycler (Mastercycler von Eppendorf) konnte die gewünschte 

Zyklenzahl eingestellt werden. Für die Experimente wurden 25 bis 32 Zyklen 

verwendet. Der Mastercycler erhitzt und kühlt die in ihm befindlichen 

Reaktionsgefäße mit den Proben aus c-DNA und Master-Mix und gewährleistet so 

die Temperatur, die für den jeweiligen Schritt benötigt wird. Um Verdunstung zu 
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verhindern, wurden dicht schließende Reaktionsgefäße verwendet. Etwaige 

Kondensatbildung im Deckel der Gefäße wurde durch einen beheizbaren 

Gerätdeckel (über 100 ℃) verhindert. Nachdem durch Verlängerung der Primer neue 

DNA-Doppelstränge entstanden waren, folgte ein weiterer Zyklus, wobei unter 

optimalen Bedingungen jeweils mit einer Verdopplung der gewünschten DNA-

Sequenz zu rechnen war.  

 

PCR (einfachen Ansatz) 

1µl   Primer-Mix (angesetzt aus 5µl Rückwärtsprimer, 5µl Vorwärtsprimer, 90µl H₂O) 

12.5µl   PCR-Master-Mix von Promega 

1µl c-DNA  

 

 

2.6.5  Theoretischer Ablauf PCR 

Denaturierung: Zunächst wird die doppelsträngige DNA auf 94°C erhitzt, um die 

Stränge zu trennen. Die Wasserstoffbrückenbindungen, die die beiden DNA-Stränge 

zusammenhalten, werden so aufgebrochen. Es liegen nun Einzelstränge vor. 

Danach wird schnell auf 65°C abgekühlt, um die Rückbildung der Doppelhelix zu 

verhindern. 

Primerhybridisierung: Die Temperatur wird ca. 60 Sekunden lang auf einem Wert von 

57-63°C gehalten, was ein spezifisches Anlagern der Primer an die DNA erlaubt. Die 

genaue Temperatur wird durch die Länge und die Sequenz der Primer bestimmt. 

Wird die Temperatur zu niedrig gewählt, können sich die Primer unter Umständen 

auch an nicht-100-%-komplementären Sequenzen anlagern und so zu 

unspezifischen Produkten führen. Wird die Temperatur zu hoch gewählt, ist die 

thermische Bewegung der Primer so groß, dass sie keine Anlagerung zulässt. So 

käme es zu gar keiner oder nur ineffizienter Produktbildung. Die Annealing-

Temperatur hängt von der Basenzusammensetzung und der Länge der Primer ab. Je 

http://de.wikipedia.org/wiki/Denaturierung_%28Biochemie%29
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höher der GC-Gehalt und eine damit verbundene höhere Anzahl an 

Wasserstoffbrückenbindungen, desto höher ist die günstige Annealing Temperatur. 

Elongation: Die Elongation erfolgte bei 72°C. Die Primer werden an ihrem 3´Ende mit 

Hilfe der thermostabilen DNA-Polymerase und der dNTPs verlängert. 

 

 

Tabelle 3: Überblick über den Ablauf der PCR 

Initiale Denaturierung  94°C 5min 

Quantifizierung Denaturierung 94°C 1min 

 Primerhybridisierung („Annealing“) 57°-63°C 1min 

 Elongation 72°C 1min 

Abkühlung  4°C 10min 

http://de.wikipedia.org/wiki/Elongation_%28Transkription%29


49 
Material und Methoden 

 

2.6.6  Agarose-Gelelektrophorese 

Das PCR-Produkt konnte durch eine Gelelektrophorese anhand seiner Größe 

identifiziert werden. Je 16µl einer Probe wurden mit 5µl Puffer (6x Mass-Ruler-

Loading-Dye-Solution von Fermentas) versetzt und auf ein Agarose-Gel aufgetragen. 

Auf eventuell leere Spuren wurde 20µl H₂O gegeben. Durch Anlegen eines 

elektrischen Feldes bewegte sich die aufgrund der Phosphatreste negativ geladene 

DNA in Richtung Anode. Das Agarose-Gel besteht aus vernetzten Agarose-

Polymeren. Je höher die Agarosekonzentration ist, desto kleiner sind die gebildeten 

Poren. Kleinere DNA-Moleküle wanderten schneller durch das Gel. Es erfolgte somit 

eine Auftrennung der DNA nach Größe. 

Der zugegebene Puffer enthielt einen blauen Farbstoff (Bromophenol-Blue), der die 

Migration der Proben während der Elektrophorese sichtbar machte. Die DNA konnte 

anschließend durch UV-Licht (254nm) auf dem Agarose-Gel mit dem Molecular-

Imager-Gel-DocXR+ von BioRad sichtbar gemacht werden. Die Analyse erfolgte mit 

der Image Lab 2.0 Software. Die Länge des PCR-Produkts konnte durch einen 

Vergleich mit dem DNA-Marker bestimmt werden, der DNA-Fragmente bekannter 

Größe enthielt und parallel zu den Proben im Gel mitlief.



50 
Material und Methoden 

 

2.6.7 Verwendete Primer       

Primer-Mix für Real-Time-PCR  biomers.net GmBH, Ulm, Deutschland 

 
Gene 

 
Forward primer 

 
Reverse primer 

PCR 
produ

ct 
(bp) 

 
Cycles/ 

Tann 

HSPA1A GTGACCTTCGACATCGATGCCAACG 
CTGACCCAGACCCTCCCTTGGGA

C 
475 

29/57°

C 

HSPA4 GAGGACCAGTATGATCATTTGG GTCTGAATCCGAAGGCACAGCTG 336 
32/57°

C 

HSPA5 

(BIP) 
GCTGTAGCGTATGGTGCTGC ATCAGTGTCTACAAC TCATC 794  

29/57°

C 

HSPA8 CAACCATGTCCAAGGGACCTG CCAAGGTAGGCTTCTGCAATTTCC 412 
25/57°

C 

HSP90AA1 AACTCAGCCTTTGTGGAACG GTCTACTTCTTCCATGCGTG 687 
29/57°

C 

HSP90AB1 GGAGCGAGTGCGGAAACGGG CATCCTCATCGCCCTCGAGA 650 
29/57°

C 

HSPB1 GCAAGCACGAGGAGCGGCAG  CTTGGCGGCAGTCTCATCGGA  251 
29/57°

C 

HMOX1 GGCCGGATGGAGCGTCCGCAAC CATGGCATAAAGCCCTGCAGC 870 
29/57°

C 

DNAJB1 CAACGTGAACTTTGGCCGCTC GTGGGGACGTTCACTGTGCAGC 399 
29/57°

C 

CHOP CTGCAGAGATGGCAGCTGAGTC TGCTTGGTGCAGATTCACCATTC 515 
32/57°

C 

β-Aktin GGAGAAGCTGTGCTACGTCG CGCTCAGGAGGAGCAATGAT 366 
32/57°

C 

 

Tabelle 4: Übersicht verwendete Primer 
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2.7  Immunfluoreszenzanalyse 

2.7.1  Methodik 

Nach der Trypsinisierung wurden jeweils 1000 Zellen der Linie OVCAR-3 auf 8-Well-

Chamberslides angesetzt und nach Erreichen der gewünschten Zelldichte 6 Stunden 

mit 1µM Disulfiram/Kupfer behandelt. Daran anschließend wurden die Zellen mit 

80%igem Ethanol 5 Minuten lang fixiert. Dann wurden die Zellen 2-3-mal mit PBS 

gewaschen. Nach 2-stündiger Inkubation mit Primärantikörpern gegen HSP70, 

HSP27 und p65/RelA (Verdünnung 1:400 in Nährmedium) wurden die Zellen erneut 

2-3-mal mit PBS gewaschen. Dann wurde der entsprechende Sekundärantikörper 

(Verdünnung 1:500 in PBS) zugegeben. Es wurde darauf geachtet, die Antikörper 

vor UV-Strahlung zu schützen. Nach 45-minütiger Inkubation mit dem 

Sekundärantikörper wurden die Zellen wiederum 2-3-mal mit PBS und anschließend 

mit destilliertem Wasser zur Vermeidung von Salzkristallbildung gewaschen. Das 

Wasser wurde abgeschüttet und die Kammern wurden vom Objektträger entfernt. 

Das Einbettmedium wurde auf den Objektträger gegeben und dann mit einem Slide 

abgedeckt. Dieser Slide wurde vorsichtig abgesenkt, um die Bildung von Luftblasen 

zu vermeiden. Zur Darstellung der Aktinfilamente durch den fluoreszenten Farbstoff 

Phallacidin wurden OVCAR-3 Zellen 4 bzw. 8 Stunden mit 1µM Disulfiram/Kupfer 

behandelt und anschließend mit Phallacidin inkubiert. Die Detektion der Fluoreszenz 

erfolgte mit dem Axiophot Fluoreszenzmikroskop von Zeiss. Die Zellen wurden in 40-

facher Vergrößerung fotografiert. 

 

 

2.7.2 Verwendete Antikörper 

Anti-HSP70 AK, monoklonal SantaCruz, Heidelberg, D              

Anti-HSP27 AK, monoklonal SantaCruz, Heidelberg, D  

P65/RelA AK, polyklonal Cell Signaling Technology, 

Frankfurt, D  

Bodipy® FL Phallacidin  Invitrogen, Karlsruhe, D 

Alexa Fluor 488 anti-Maus AK  Dianova, Hamburg, D 
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2.8 MTT-Test 

Mit Hilfe des MTT-Tests konnte der Anteil lebender Zellen nach Zugabe von 

Substanzen im Vergleich zu einer Kontrollprobe gemessen werden. Der MTT-Test 

beruht auf der Reduktion des gelben wasserlöslichen Farbstoffs 3-(4,5-

Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid (MTT) in blau-violettes 

wasserunlösliches Formazan durch Redoxvorgänge in lebenden Zellen. Zur 

Versuchsdurchführung wurden Zellen in 96-Well-Platten angesetzt und über Nacht 

unter Zellkulturbedingungen inkubiert. Anschließend wurden die 

Ovarialkarzinomzellen OVCAR-3, SKOV-3, OVMZ-30, OVMZ-31, OVMZ-37, OVMZ-

38 insgesamt 72 Stunden lang mit ansteigender Konzentration von 0µM, 1µM. 2µM, 

3µM, 4µM und 5µM Disulfiram als Monosubstanz behandelt bzw. jeweils in 

Kombination mit 1µM Kupferchlorid. Zur Darstellung der Sensitivität der 

Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und MB-231 gegenüber Disulfiram/Kupfer bzw. 

Auranofin wurden die Zellen 72 Stunden lang mit ansteigender Konzentration 

Disulfiram/Kupfer (0, 125nM, 250nM, 375nM DSF/Cu) oder Auranofin (0, 0,25µm, 

0,5µM, 0,75µM AUR) behandelt. Als Kontrolle wurden die Zellen unbehandelt mit 

frischem Medium inkubiert. Nach 48 Stunden wurde das Medium auf den 

Kontrollzellen bzw. das Medium mit den Substanzen entfernt und jeweils durch 

frisches Medium in gleicher Zusammensetzung pro Well ersetzt, um Zelltod durch 

eine verminderte Qualität des Nährmediums auszuschließen. Danach wurden pro 

Well jeweils 20μl von MTT in einer Konzentration von 5mg/ml in PBS hinzugegeben 

und für eine weitere Stunde im Brutschrank inkubiert. Der lösliche MTT-Farbstoff 

wurde dabei von den lebenden Zellen in unlösliche violette Farbkristalle 

umgewandelt. Nach Zugabe von 100μl DMSO wurde die Überlebensrate der Zellen 

mittels ELISA-Reader bei einer Wellenlänge von 595nm ermittelt. 

http://de.wikipedia.org/wiki/Reduktion_%28Chemie%29


53 
Ergebnisse 

 

3  Ergebnisse 

3.1 Analyse der zytotoxischen Eigenschaften verschiedener 

Substanzen auf Ovarialkarzinomzellen 

Zuerst wurde im Rahmen eines Vorabscreenings an den Zelllinien OVCAR-3, SKOV-

3, OVMZ-30, OVMZ-31, OVMZ-37 und OVMZ-38 verschiedene potentiell antitumoral 

wirkende Substanzen getestet. Die Zellen wurden in vitro mit den folgenden 

Substanzen behandelt: Disulfiram (ALDH-Inhibitor), Kupfer (Metallion) sowie 

Auranofin (organische Goldverbindung). Die Substanzen wurden in verschiedenen 

Konzentrationen getestet und mit Hilfe des Zellkulturmikroskops bewertet. Ferner 

wurde nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden der Einfluss des Medikaments 

jeweils durch Anfärben der Zellen makroskopisch sichtbar gemacht, um einen 

Überblick über die Gesamtpopulation zu gewinnen. Bei einer Zugabe von Disulfiram 

und Kupfer - jeweils in Konzentration bis 1µM - konnten kaum Veränderungen des 

Zellwachstums durch die jeweilige Monosubstanz festgestellt werden. Die 

Kombination von Disulfiram (1µM) und Kupfer (1µM) führte nach einer Inkubation von 

24 Stunden zum massiven Zelltod. Im Mikroskop zeigten sich abgerundete, vom 

Boden der Zellkulturschale abgelöste Zellen. Auranofin hatte bis zu einer 

Konzentration von 2µM keinen Einfluss auf die Zellen des Ovarialkarzinoms. Jedoch 

konnte durch die Behandlung der Zellen mit Auranofin eine Verstärkung des Effekts 

der Kombinationstherapie aus Disulfiram und Kupfer erreicht werden 
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Abbildung 8: Darstellung der veränderten Zellstruktur durch den Einfluss von 

Disulfiram/Kupfer: Die Zellen der Linie OVCAR-3 wurden 6h mit 1µM Disulfiram/Kupfer (DSF/Cu) 
inkubiert. 

 

. 
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3.2 Der zytotoxische Effekt von Disulfiram in Abhängigkeit von Kupfer 

Die in der Zellkultur beobachtete Wirkung von Disulfiram und Kupfer wurde durch 

eine kolorimetrische Messung der Zellviabilität in einem MTT-Test genauer 

analysiert. Der Anteil lebender Zellen wurde nach 72-stündiger Inkubation mit 

Disulfiram in den Konzentration 0, 1, 2, 3, 4 und 5µM gemessen. Alle Zelllinien 

zeigten im Vergleich zur Kontrolle ab einer Disulfiramkonzentration von 1-2µM ein 

reduziertes Überleben. Auffallend war insbesondere bei den Zelllinien OVCAR-3, 

SKOV-3, OVMZ-30 und OVMZ-38 eine biphasische Überlebenskurve mit 

reduziertem Zellwachstum bei einer Optimumskonzentration von 1-2µM Disulfiram. 

Bei den Zelllinien OVCAR-3 und SKOV-3 wurde die Zahl lebender Zellen ab einer 

Konzentration von 2µM Disulfiram um mehr als 50% reduziert. Verminderte 

Sensitivität gegenüber Disulfiram bis zu einer Konzentration von 5µM wurde bei der 

Zelllinie OVMZ-31 festgestellt. Die Zellen der Linie OVMZ-37 zeigten bereits nach der 

Behandlung mit 1µM Disulfiram als Monosubstanz kaum Zellüberleben. Wenn die 

Zellen im MTT-Test mit einer Kombination aus Disulfiram in aufsteigender 

Konzentration und jeweils 1µM Kupfer behandelt wurden, konnte eine Abnahme des 

Überlebens in allen Zelllinien dokumentiert werden. Dabei war aufgrund des bereits 

massiv auftretenden Zelltods der verstärkt toxische Effekt durch die Zugabe von 

Kupfer unabhängig von der Höhe der Disulfiramkonzentration (siehe Abbildung 9). 

Bei der Zelllinie OVMZ-38 und bedingt auch bei OVMZ-31 konnte aber wiederum ein 

Ansatz zu einem biphasischen Ansprechen beobachtet werden. 
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Abbildung 9: MTT-Test: Darstellung des Zellüberlebens und die Sensitivität der verschiedenen 

Ovarialkarzinomzelllinien gegenüber Disulfiram bzw. der Kombination aus Disulfiram und Kupfer. Die 
Zellen wurden 72h lang mit Disulfiram (DSF) in ansteigender Konzentration von 0µM-5µM als 

Monosubstanz behandelt oder in Kombination mit 1µM Kupferchlorid (Cu2+). 
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3.2.1  Apoptose-Induktion und Hitzeschockreaktion der Zelle nach der 

Behandlung mit Disulfiram und Kupfer 

Um den Wirkmechanismus von Disulfiram und Kupfer auf zelluläre Mechanismen 

genauer zu untersuchen, wurden die Zelllinien OVCAR-3 und SKOV-3 ausgewählt. 

Bei beiden Zelllinien ist im MTT-Test eine Reduktion des Zellüberlebens ab einer 

Konzentration von 2µM Disulfiram um mehr als 50% zu beobachten. Die Applikation 

von Kupfer führt konzentrationsunabhängig zum Zelltod. Nach Zugabe von 1µM 

Disulfiram ist bei den Zelllinien OVCAR-3 und SKOV-3 das Zellüberleben nur leicht 

reduziert, sodass in den weiteren Untersuchungen der Einfluss der 

Kombinationstherapie im Konzentrationsbereich 1µM klar herausgearbeitet werden 

kann. Die Zellen der Linien OVCAR-3 und SKOV-3 wurden mit Disulfiram (1µM), 

Kupferchlorid (1µM) sowie einer Kombination beider Substanzen für 24 Stunden 

behandelt. Die gebildeten Zelllysate wurden dann im Western Blot analysiert. 

Allgemein wird der Nachweis von PARP-Spaltung im Western Blot häufig als 

Indikator ablaufender Apoptose genutzt (Boulares et al., 1999). Der Immunblot zeigte 

bei den Zellen, die entweder mit Disulfiram oder Kupfer behandelt wurden, keine 

PARP-Spaltung. Die Zellen, die mit der Kombination aus Disulfiram und Kupfer 

behandelt wurden, zeigten dagegen eine klare PARP-Spaltung. Gleichzeitig konnte 

in den Zellen, die mit der Kombination aus Disulfiram und Kupfer behandelt wurden, 

eine Herunterregulation des antiapoptotisch wirkenden Proteins mcl1 beobachtet 

werden (Fu et al., 2011; Inoshita et al., 2002). Die proapoptotisch wirkende c-Jun N-

terminale Kinase (JNK) wurde in ihrer nicht phosphorylierten Form gleichmäßig in 

allen Proben exprimiert. Die Ovarialkarzinomzellen, die mit einer Kombination aus 

Disulfiram und Kupfer behandelt wurden, zeigten nach 24-stündiger Inkubation eine  

Phosphorylierung von JNK, was auf eine Aktivierung der JNK durch Disulfiram und 

Kupfer hinweist. Im Weiteren wurde der Einfluss von Disulfiram und Kupfer auf 

Hitzeschockproteine gezeigt. Wie oben beschrieben werden HSPs unter 

Stressbedingungen wie Hitze, reaktive Sauerstoffspezies (reaktive oxygenspecies, 

ROS) oder zytostatischer Therapie vermehrt exprimiert. Diese Überexpression 

erlaubt der Zelle die schädigenden Umwelteinflüsse zu überstehen (Garrido et al., 

2003). Mit Disulfiram und Kupfer behandelte Zellen zeigten eine deutlich vermehrte 

Expression des stressinduzierbaren HSP70 (Guo et al., 2007). Je länger die Zellen 

mit Disulfiram und Kupfer inkubiert worden waren, desto ausgeprägter wurde das 

http://www.jbc.org/search?author1=A.+Hamid+Boulares&sortspec=date&submit=Submit
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guo%20S%5Bauth%5D
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Hitzeschockprotein hochreguliert (siehe Abbildung 10C). Diese vermehrte Synthese 

von HSP70 wird durch schädigende Einflüsse auf die Zelle induziert und durch den 

Hitzeschockfaktor 1 (HSF1) reguliert (Goloudina et al., 2012). Die Induktion von 

HSF1 durch oxidativen Stress (Anckar und Sistonen, 2011) erfolgte über die 

Hyperphosphorylierung des Hitzeschockfaktors (Kline und Morimoto, 1997). In den 

mit Disulfiram/Kupfer behandelten Zellen zeigte der Hitzeschockfaktor 1 ein erhöhtes 

Molekulargewicht im Vergleich zur Kontrolle und zu den mit den Monosubstanzen 

behandelten Zellen. Das erhöhte Molekulargewicht wurde am ehesten durch die 

Hyperphosphorylierung verursacht und zeigte somit eine Aktivierung des HSF1 durch 

Disulfiram und Kupfer. In den Zellen, die mit der Kombination aus Disulfiram und 

Kupfer behandelt wurden, erschien die Expression des Hitzeschockproteins 27 nur 

wenig verändert. Eindeutig war jedoch festzustellen, dass die Kombinationstherapie 

eine Induktion des phosphorylierten HSP27 verursacht. Bei den Zellen, die jeweils 

nur mit Disulfiram und Kupfer als Monosubstanz behandelt worden waren, wurde 

HSP27 nicht phosphoryliert. Neben der Phosphorylierung von HSP27 unter dem 

Einfluss der Kombinationsbehandlung zeigte die Analyse der Expression von HSP27 

unter nicht-reduzierenden Bedingungen (d.h. ohne Mercaptoethanol) sehr deutlich 

den wohl durch die Phosphorylierung verursachten Übergang der monomeren Form 

des HSP27 zu einer dimeren (Bruey et al., 2000). Die Western Blot Analyse weist 

auch auf eine mögliche Degradation des NFκB Inhibitors IκB hin (Abb. 9A, 24h), 

obwohl eigentlich aufgrund der Beschreibung von Disulfiram/Kupfer als 

Proteasominhibitor eine Akkumulation erwartet wurde. Tatsächlich zeigte sich nach 

kurzfristiger Inkubation bei OVCAR-3 Zellen auch eine erhöhte Expression von IκB, 

die bei längeren Inkubationszeiten jedoch wieder abnahm und auch zum Teil sehr 

stark variierte. 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Goloudina%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22750096
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Abbildung 10: Darstellung der Hitzeschockreaktion im Western Blot: Zellen der Linie OVCAR-3 

und SKOV-3 wurden für 24 h mit 1µM Disulfiram (DSF), 1µM Kupferchlorid (Cu) oder mit einer 
Kombination aus jeweils 1µM Disulfiram und 1µM Kupfer (DSF/Cu) behandelt. Die Zelllysate wurden 
mit einem Auftragspuffer versetzt. Um unter reduzierenden Bedingungen (Abbildung 10A) arbeiten zu 

können, wurde ein Mercaptoethanol enthaltender Puffer verwendet. Für nicht-reduzierende 
Bedingungen wurde ein Puffer ohne Mercaptoethanol verwendet. (Abbildung 10B). Um den Einfluss 
von DSF/Cu zeitabhängig beurteilen zu können, wurden die Zellen der Linie OVCAR-3 und SKOV-3 

über 3, 5, 7, bzw. 9h mit 1µM DSF/Cu behandelt (Abbildung 10C). Die Zelllysate wurden dann im 
Western Blot analysiert. 
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3.2.2  ER-Stress und Akkumulation von polyubiquitinierten Proteinen durch 

die Kombinationstherapie 

Die mit Disulfiram und Kupfer behandelten Zellen zeigten im Western Blot eine 

vermehrte Proteinubiquitinierung, was auf Proteasominhibierung in der Zelle hinweist 

(Oh et al., 2013). Nach 24-stündiger Inkubation mit der Kombinationstherapie aus 

Disulfiram und Kupfer wurde zudem eine Hochregulation vom BIP (GRP 78), einem 

Chaperon des Endoplasmatischen Retikulums, festgestellt. Dies weist auf eine 

Stressinduktion des Endoplasmatischen Retikulums durch Disulfiram und Kupfer hin 

(Bertolotti et al., 2000; Lee, 2001; Shen et al., 2002). Proteasominhibierung und ER-

Stress sind häufig gekoppelt (Obeng et al., 2006). 

 

 

Abbildung 11: Western Blot: Zellen der Linie OVCAR-3 und SKOV-3 wurden für 24 h mit 1µM 

Disulfiram (DSF), 1µM Kupferchlorid (Cu) oder mit einer Kombination aus jeweils 1µM Disulfiram und 

1µM Kupfer (DSF/Cu) behandelt. Die Zelllysate wurden dann im Western Blot analysiert. Bei Ubiquitin 
wurde eine nicht näher spezifizierte, aber auffallende Bande im höheren Molekulargewichtsbereich zur 
Präsentation selektiert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Oh%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24050967
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3.2.3 Transkriptionelle Induktion von Hitzeschockproteinen durch Disulfiram 

und Kupfer als frühes Ereignis 

Im Western Blot war die Regulation von Hitzeschockproteinen auf Ebene der 

Proteinexpression beobachtet worden. In der PCR konnte in den Zellen der 

Ovarialkarzinomlinien OVCAR-3 und SKOV-3 eine transkriptionelle Induktion von 

Hitzeschockproteinen festgestellt werden. Die Zellen wurden mit 1µM Disulfiram in 

Kombination mit 1µM Kupfer für die Dauer von 3 bzw. 6 Stunden behandelt, um den 

Einfluss der Substanzen auf die Hitzeschockreaktion zeitabhängig beurteilen zu 

können. Die konstante Expression des „housekeeping“ Gens β-Aktin (Greer et al., 

2010) in allen Proben zeigte die Vergleichbarkeit der untersuchten Zelllysate in der 

PCR. Im Western Blot konnte eine starke Induktion von HSP70 gezeigt werden aber 

die Antikörper richteten sich dabei gegen die strukturell ähnlichen Untergruppen der 

HSP70-Familie und es konnte nicht zwischen den einzelnen Isoformen 

unterschieden werden. Teile der HSP70 Familie sind stressinduzierbare, andere 

konstitutiv exprimierte Untereinheiten (Vos et al., 2008). Das menschliche Genom 

codiert 13 verschiedene Proteine der HSP70 (HSPA) Familie (Brocchieri et al., 2008; 

Qiu et al., 2006). HSPA1 (HSP72, iHSP70) ist das am stärksten stressinduzierbare 

Mitglied der HSP70 Familie (Fourie et al., 2001). Die PCR zeigt eine massive 

Induktion von HSPA1 bereits nach einer Inkubationszeit mit Disulfiram/Kupfer von 3 

Stunden. In den Zellen der Ovarialkarzinomzelllinien OVCAR-3 und SKOV-3 wird 

HSPA4 durchgehend stark exprimiert und nicht durch eine Behandlung der Zellen mit 

Disulfiram und Kupfer reguliert. HSPA8 als „housekeeping“ Mitglied der HSP70-

Familie (Fourie et al., 2001) wird durch den Einfluss von Disulfiram und Kupfer 

dagegen vermindert exprimiert. Im Western Blot konnte eine Hochregulation von BIP 

nach einer 24-stündigen Inkubation mit Disulfiram und Kupfer gezeigt werden. Auf 

transkriptioneller Ebene zeigte sich jedoch bis zu einer Inkubationszeit von 6 

Stunden keine Regulation von HSPA5 (BIP). Wie einleitend bereits erläutert, reguliert 

das Ko-Chaperon DNAJB1 die ATPase-Aktivität von HSP70 und damit die Affinität 

von HSP70 für Proteine im Rahmen der Hitzeschockreaktion (Vos et al., 2008; Qiu et 

al., 2006). DNAJB1 (HSP40) kooperiert dabei mit HSPA1, einer weiteren Unterform 

der HSP70 Familie (Michels et al., 1997). Entsprechend zeigt sich nach einer 3-

stündigen Inkubation mit Disulfiram und Kupfer in der PCR eine ausgeprägte 

Hochregulation von HSPA1 bei gleichzeitiger Induktion von DNAJB1. Die Expression 

von HSP90α und HSP90β unterscheidet sich nicht wesentlich nach der Behandlung 
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von Disulfiram und Kupfer. Als weiterer Hinweis auf eine frühzeitige Stressinduktion 

ist bei der Zelllinie OVCAR-3 bereits nach einer Inkubation mit Disulfiram und Kupfer 

über 3 Stunden eine ausgeprägte Induktion von HMOX1 auf transkriptioneller Ebene 

zu sehen. HMOX1 wird durch Stimuli wie Wasserstoffperoxid, UV-Licht und Hypoxie 

induziert (Ryter et al., 2006). Auch im Endoplasmatischen Retikulum wurde eine 

frühe Stressreaktion festgestellt, da in beiden Zelllinien bereits nach einer 3-

stündigen Inkubation mit Disulfiram/Kupfer eine leicht vermehrte Expression des 

proapoptotischen Faktors CHOP (Healy et al., 2009) beobachtet werden konnte.  

 

 

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014299909008760
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Abbildung 12: Darstellung der Hitzeschockreaktion in der PCR: Zellen der Linie OVCAR-3 und 

SKOV-3 wurden für 3h bzw. 6h mit der Kombination aus jeweils 1µM Disulfiram und 1µM Kupfer 

(DSF/Cu) behandelt. 
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3.2.4 Einfluss von Disulfiram/Kupfer auf die subzelluläre Verteilung von HSP27 

und HSF1 

3.2.4.1 Darstellung der subzellulären Verteilung der Hitzeschockfaktoren anhand von 

Zellfraktionierung 

Um den Einfluss der Kombinationsbehandlung aus Disulfiram und Kupfer genauer 

definieren zu können, wurde eine grobe Trennung der zytosolischen und nukleären 

Fraktion durchgeführt. Diese Auftrennung erlaubt eine Beurteilung der subzellulären 

Verteilung von Stressfaktoren vor und nach 8-stündiger Behandlung mit Disulfiram 

und Kupfer im Western Blot. GAPDH (Glycerinaldehyd-3-Phosphat) ist als Enzym der 

Glykolyse im Zytosol einer Zelle zu finden (Rassow et al., 2008) und wurde im 

Western Blot als zytosolischer Marker verwendet. Als Marker für die nukleäre 

Fraktion wurde der Transkriptionsfaktor MTA2 eingesetzt (Toh und Nicolson, 2009). 

Die ausgeprägte Induktion von HSP70 durch Disulfiram/Kupfer konnte erneut 

bestätigt werden. Die subzelluläre Verteilung von HSP70 zeigte sich vor und nach 

Induktion des Hitzeschockproteins unverändert. In der immunchemischen Analyse 

der Rohlysate der Ovarialkarzinomzellen wurde ein vermehrtes Vorkommen von 

HSP27 in der zytosolischen Fraktion der unbehandelten Zellen beobachtet. Nach der 

Behandlung mit Disulfiram und Kupfer wurde keine erhöhte Expression von HSP27 

beobachtet. Dies entspricht den Ergebnissen in Abbildung 10A. Allerdings war die 

Expression von HSP27 in der nukleären Fraktion nach Behandlung mit Disulfiram 

und Kupfer klar erhöht. Deutlich sichtbar verschob sich nach der Behandlung der 

Zellen mit Disulfiram/Kupfer ein Teil des durch oxidativen Stress induzierbaren HSF1 

(Mercier et al., 1999; Vujanac et al., 2005) aus der zytosolischen in die nukleäre 

Fraktion. Des Weiteren konnte in der Immunblotanalyse die Untereinheit p65 (Rel A) 

des antiapoptotisch wirkenden NF-κB und sein Inhibitor IκB (Karin und Ben-Neriah, 

2000) in der zytosolischen Fraktion nachgewiesen werden. Auch nach der 

Behandlung mit Disulfiram/Kupfer fand keine Verschiebung von IκB oder p65 in die 

nukleäre Fraktion statt.  

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Toh%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19116762
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nicolson%20GL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19116762


65 
Ergebnisse 

 

 

 

Abbildung 13: Darstellung der subzellulären Verteilung von Hitzeschockfaktoren: Zellen der 

Linien OVCAR-3 und SKOV-3 wurden für 8h mit 1µM Disulfiram/Kupfer behandelt. Durch 
Zellfraktionierung erfolgte eine grobe Trennung in die nukleäre (N) und zytosolische (Z) Fraktion. Die 

Zelllysate wurden anschließend im Western Blot analysiert. Dabei wurde GAPDH als Marker für die 
zytosolische Fraktion und MTA 2 für die nukleäre Fraktion verwendet.  
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3.2.4.2 Immunhistochemische Darstellung der subzellulären Verteilung der 

Hitzeschockproteine 

Um die subzelluläre Verteilung der Hitzeschockproteine zellmorphologisch zu 

untersuchen, wurden die Ovarialkarzinomzellen OVCAR-3 mittels Immunfluoreszenz 

analysiert. Hierzu wurden die Zellen 6 Stunden lang mit der Kombination aus 1µM 

Disulfiram und 1µM Kupfer und anschließend mit Antikörpern gegen p65, HSP70 und 

HSP27 sowie fluoreszierenden Sekundärantikörpern inkubiert. 

Gemäß dem Ergebnis im Western Blot konnte auch in der immunhistochemischen 

Analyse eine starke Expression von p65 (RelA) im Zytosol der Zellen gesehen 

werden. Die Behandlung mit der Kombination aus Disulfiram und Kupfer erzeugte 

weder eine Veränderungen der subzellulären Verteilung noch eine Änderung der 

homogenen Verteilung von p65 im Zytosol. Die Immunfluoreszenzanalyse von 

HSP70 bestätigte auch optisch eine ausgeprägte Hochregulation von HSP70 in den 

Zellen, die mit der Kombination aus Disulfiram und Kupfer behandelt worden waren. 

HSP70 erschien homogen in der Zelle verteilt. Dies entspricht den Ergebnissen aus 

der Western Blot Analyse, in der HSP70 nach der Zellfraktionierung sowohl in der 

zytosolischen als auch in der nukleären Fraktion gleichmäßig erhöht dargestellt 

wurde. Im Gegensatz zur Kontrolle zeigt HSP27 in den mit Disulfiram/Kupfer 

behandelten Zellen eine paranukleäre oder nukleäre Aggregatbildung von HSP27 in 

der Immunfluoreszenzanalyse. 
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Abbildung 14: Darstellung der subzellulären Verteilung der Hitzeschockproteine unter 

Immunfluoreszenz: Zellen der Linie OVCAR-3 wurden 6h mit 1µM Disulfiram/Kupfer (DSF/Cu) 

inkubiert. Nach der Fixierung der Zellen mit Ethanol erfolgte die Applikation von Primärantikörpern 
gegen HSP70, HSP27 und p65/RelA sowie von entsprechenden Sekundärantikörpern. Die Zellen 
wurden in der Phasenkontrast- und Immunfluoreszenzmikroskopie dargestellt. A: Die Zellen wurden in 

40-facher Vergrößerung fotografiert. B: Digital vergrößerte Ausschnitte der Darstellungen der Zellen 
nach der Behandlung mit Disulfiram/Kupfer. 
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3.2.5  Einfluss von Disulfiram/Kupfer auf die Stabilität des Zytoskeletts 

HSP27 ist neben einer Vielzahl zellulärer Abläufe auch an der Regulation der 

Aktinfilamente des Zytoskeletts beteiligt (Mounier und Arrigo, 2002; Gusev et al., 

2002; Sun und MacRae, 2005; Arrigo et al., 2007). So kann möglicherweise die im 

Mikroskop beobachtete Abrundung der Zellen nach der Behandlung mit 

Disulfiram/Kupfer unter anderem mit einer Inaktivierung von HSP27 erklärt werden. 

Um den vermuteten Einfluss von einer HSP27 Depletion auf das Zytoskelett genauer 

untersuchen zu können, wurden OVCAR-3 Zellen nach 4 bzw. 8-stündiger Inkubation 

mit Disulfiram/Kupfer mit Phallacidin behandelt, das mit einem grün fluoreszierenden 

Farbstoff verbunden ist und selektiv F-Aktin bindet. So konnten in den Zellen der 

Linie OVCAR-3 die Aktinfilamente unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar 

gemacht werden. In den Kontrollzellen zeigte sich ein dichtes, gleichmäßiges Netz 

aus stabilisierenden Aktinfilamenten unterhalb der Plasmamembran um den Nukleus 

angeordnet (siehe Abbildung 15). Bereits nach 4-stündiger Inkubation mit 

Disulfiram/Kupfer konnte eine massive Deformation der Zellstruktur und eine 

Aggregation von Aktinfilamenten in der Peripherie der Zelle beobachtet werden. 

Nach 8-stündiger Inkubation mit den Substanzen ist kaum noch eine Zellstruktur zu 

erkennen und die Aktinfilamente sind nur noch schwach färbbar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



71 
Ergebnisse 

 

 

 

 

Abbildung 15: Darstellung der Aktinfilamente durch den fluoreszenten Farbstoff Phallacidin: 

OVCAR-3 Zellen wurden 4 bzw. 8h mit Disulfiram/Kupfer behandelt und anschließend mit Phallacidin 

inkubiert. 
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3.2.6 Einfluss von Disulfiram/Kupfer auf das langfristige Zellüberleben  

Insgesamt konnte gut dargestellt werden, dass die mit der Kombination aus 1µM 

Disulfiram und Kupfer behandelten Zellen massivem Stress ausgesetzt sind, der zur 

Zellschädigung und Apoptose führte (PARP-Spaltung) und möglicherweise zu einer 

ER-Stress induzierten Apoptose (Induktion von CHOP). Disulfiram/Kupfer 

verursachte ebenfalls eine schnelle Abrundung der Zellen und Lösung vom 

Untergrund sowie eine Zerstörung des Zytoskeletts. Abschließend wurde evaluiert, 

ob die Zellen nach abgeschlossener Behandlung mit Disulfiram/Kupfer die 

Zellfunktion oder sogar die Integrität des Zytoskeletts wiederherstellen können, d.h. 

ob die Effekte reversibel sind. Erstaunlicherweise konnten trotz beobachteter PARP-

Spaltung im Western Blot in der Immunhistochemie keine morphologischen 

Veränderungen gefunden werden, die eine Apoptose beweisen würden (das sog. 

„membrane blebbing“). Auch in der DAPI Färbung wurden keine 

Chromatinkondensate oder DNA-Fragmente als Zeichen der Apoptose (Wyllie et al., 

1980) beobachtet. Deswegen wurde ein Versuch durchgeführt, das langfristige 

Zellüberleben und die Reversibilität der Zellschädigung zu untersuchen. OVCAR-3 

und SKOV-3 Zellen wurden als adhärente Zellen 4 bzw. 8 Stunden lang mit 1µM 

Disulfiram/ Kupfer inkubiert. Anschließend wurden diese Zellen trypsinisiert und auf 

Zellkulturplatten übertragen. Nach 10 Tagen in Nährmedium und im Brutschrank 

zeigte sich, dass nach 4-stündiger Inkubation in Disulfiram/Kupfer einige wenige 

Zellen überlebten und in der Zellkultur erneut proliferieren konnten. Nach 8-stündiger 

Inkubation ist kein Zellwachstum mehr zu sehen, das heißt, man kann davon 

ausgehen, dass die Ovarialkarzinomzellen zu diesem Zeitpunkt irreversibel 

geschädigt waren. 
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Abbildung 16: Darstellung der irreversiblen Zellschädigung durch Disulfiram/Kupfer: Zellen der 

Linie OVCAR-3 und SKOV-3 wurden in 24-Well-Platten angesetzt (10.000 Zellen/Well). Nach 4- bzw. 
8h Inkubation mit 1µM Disulfiram/Kupfer wurden die Zellen durch Trypsinisierung gelöst und in einer 
Konzentration von 500 Zellen/Well auf eine 6-Well-Platte übertragen. Die Zellen wurden dann zur 

erneuten Proliferation über 10 Tage in der Zellkultur belassen. Anschließend wurden die Zellen mit 
Methanol fixiert und mit der Proteinfärbung gefärbt, um die unterschiedliche Zelldichte makroskopisch 
darzustellen. 
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3.3 Verstärkung des zytotoxischen Effekts von Disulfiram/Kupfer durch 

Auranofin 

Auranofin ist eine Goldverbindung, die in der antirheumatischen Therapie eingesetzt 

wird und über eine Inhibition der Thioredoxinreduktase wirkt (Sánchez-Alcázar et al., 

2001). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Auranofin die Wirksamkeit von 

Disulfiram/Kupfer auf Ovarialkarzinomzellen erhöht. 

Zunächst wurde im Mikroskop eine vermehrte Abrundung und Ablösung der 

Ovarialkarzinomzellen durch die gleichzeitige Behandlung mit Auranofin und 

Disulfiram/Kupfer im Vergleich zur ausschließlichen Administration von 

Disulfiram/Kupfer beobachtet. Dieser Effekt konnte allerdings nur bei der Nutzung 

niedriger Konzentrationen Disulfiram/Kupfer beobachtet werden. Bei Konzentrationen 

über 500nM Disulfiram/Kupfer wurden alle Zellen bereits durch die alleinige Wirkung 

von Disulfiram/Kupfer geschädigt (Beobachtungen am Zellkulturmikroskop). In einem 

MTT-Test wurde darum das Zellüberleben von OVCAR-3 und SKOV-3 Zellen nach 

Zugabe von 125nM, 250nM bzw. 500nM Disulfiram/Kupfer gemessen. Wurden die 

Zellen zusätzlich mit 1µM Auranofin behandelt, konnte bei den OVCAR-3 Zellen ein 

vermindertes Zellüberleben dokumentiert werden. Bei den Zellen der Linie SKOV-3 

zeigte sich ab einer Konzentration von 500nM Disulfiram/Kupfer ein synergistischer 

Effekt bei Zugabe von Auranofin. 

 

Abbildung 17: Grafische Darstellung der Wirksamkeit von Disulfiram/Kupfer/Auranofin: 

OVCAR-3 und SKOV-3 Zellen wurden 72h mit einer Kombination aus Disulfiram und Kupfer (DSF/Cu) 
behandelt. Es wurden Konzentrationen von jeweils 125nM, 250nM und 500nM in äquimolarem 

Verhältnis Disulfiram und Kupfer verwendet. Es wurde das Zellüberleben gemessen unter der 
alleinigen Zugabe von Disulfiram/Kupfer (Rauten) im Vergleich zu dreifachen Applikation aus 
Disulfiram/Kupfer und 1µM Auranofin (AUR) (Rechtecke). 
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Für die Immunblotanalyse wurden OVCAR-3 Zellen 24 Stunden entweder mit 1µM 

Auranofin, 250nM Disulfiram/Kupfer oder einer Kombination aller drei Medikamente 

behandelt. Eine ausgeprägte Erhöhung der HSP70 Expression durch die 

Dreifachkombination konnte nicht gezeigt werden, da HSP70 bereits bei einer 

Konzentration von 250nM Disulfiram/Kupfer massiv induziert wurde. Jedoch wurde 

die Dimerisation von HSP27 durch die Dreifachtherapie im Vergleich zur alleinigen 

Therapie mit Disulfiram/Kupfer verstärkt.  

 

 

Abbildung 18: Darstellung der Hitzeschockreaktion im Western Blot: Zellen der Linie OVCAR-3 

wurden für 24h mit 1µM Auranofin (AUR), 250nM Disulfiram/Kupfer (DSF/Cu) bzw. mit einer 

Kombination aller drei Medikamente behandelt. Die Zelllysate wurden dann im Western Blot 
analysiert. 
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3.4  Einfluss der Kombinationstherapien auf Mammakarzinomzellen 

3.4.1 Einfluss von Disulfiram/Kupfer  

Chen D. et al konnten zeigen, dass die Kombination aus Disulfiram und Kupfer das 

Wachstum in Zellen des Mammakarzinoms signifikant hemmt (Chen et al., 2006). Die 

Wirksamkeit von Disulfiram/Kupfer auf die Mammakarzinomzelllinie MCF-7 konnte in 

dieser Arbeit mit Hilfe eines MTT-Tests bestätigt werden. Es zeigte sich eine 

deutliche Reduktion des Zellwachstums in Abhängigkeit der applizierten 

Konzentration. Bereits ab 125nM äquimolarer Konzentration aus Disulfiram und 

Kupfer konnte ein reduziertes Zellwachstum verzeichnet werden. Nach Applikation 

von 375nM Disulfiram/Kupfer konnten kaum mehr überlebende Zellen gezählt 

werden. Im Gegensatz hierzu zeigte die Behandlung der Mammakarzinomzellen MB-

231 mit Disulfiram/Kupfer bis zu einer Konzentration von 375nM fast keine Reduktion 

des Zellwachstums. Dies ist insofern bedeutsam, da es sich bei der MDA-MB-231 

Zelllinie um eine sog. „triple-negative“ Mammakarzinomzelllinie handelt, die für eine 

äußerst schwer zu therapierbare Tumorart steht. Dies weist auch darauf hin, dass 

einige Mammakarzinomzellen im Gegensatz zu den fast ausschließlich gut auf 

Disulfiram/Kupfer reagierenden Ovarialkarzinomzellen schwieriger mit dieser 

Kombination zu therapieren wären bzw. deutlich höhere Konzentrationen bräuchten. 

Um die Gründe dafür besser zu verstehen, wurden auch hier Western Blots und PCR 

Analysen vorgenommen. Für die Western Blot Analyse wurden Zellen der Linien 

MCF-7 und MDA-MB-231 in äquimolarer Konzentration aus Disulfiram/Kupfer 24 

Stunden lang inkubiert. Dabei zeigte sich keine Induktion von HSP90α und -β. 

HSP90α wurde in den Zellen der Linie MDA-MB-231 unabhängig der 

Medikamentenapplikation gleichbleibend deutlich verstärkt exprimiert. MCF-7 Zellen 

zeigten ab einer Konzentration von 500nM Disulfiram/Kupfer, MDA-MB-231 Zellen 

bereits ab einer Konzentration von 250nM eine Induktion von HSP70. Um den 

Einfluss von Disulfiram/Kupfer auf transkriptioneller Ebene zu überprüfen, wurden 

MCF-7 Zellen für 4 Stunden mit diesen Substanzen behandelt. HSPA1 (HSP72, 

iHSP70) wurde bereits ab einer Konzentration von 500nM Disulfiram/Kupfer in den 

MCF-7 Zellen hochreguliert. CHOP, Marker des akuten ER-Stress (Schönthal, 2013), 

wurde nicht durch den Einfluss von bis zu 1µM Disulfiram/Kupfer in den Zelllinien des 

Mammakarzinoms induziert. 
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Abbildung 19: MTT-Test: Darstellung des Zellüberlebens und der Sensitivität der 

Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 gegenüber Disulfiram/Kupfer. Die Zellen wurden 
72h lang mit Disulfiram/Kupfer (D/C) in ansteigender Konzentration von 0-375nM behandelt. 

 

Abbildung 20: Western Blot: Zellen der Linie MCF-7 und MDA-MB-231 wurden 24h lang mit 

aufsteigender Konzentration Disulfiram/Kupfer (DSF/Cu) behandelt.   

 

 

Abbildung 21: PCR: Zellen der Linie MCF-7 wurden 4h lang in 0,5 bzw. 1µM Disulfiram/Kupfer 

(DSF/Cu) inkubiert. 
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3.4.2  Einfluss von Auranofin  

Auranofin als potenter Inhibitor der Thioredoxin-Reduktase und Induktor von 

reaktiven Sauerstoffspezies (engl. Reaktive oxygen species, ROS) wird als 

vielversprechende Therapieoption für viele Malignome wie Ovarialkarzinom und 

Brustkrebs gehandelt (Gandin et al., 2010; Marzano et al., 2007; Nobili et al., 2010; 

Madeira et al., 2012).  

Der MTT-Test bestätigte eine konzentrationsabhängige Reduktion des 

Zellüberlebens bei MCF-7 und MB-231 Zellen durch Auranofin. Bereits eine 

Konzentration von 0,25µM Auranofin führte zu einer eindeutigen Verminderung der 

Zellviabilität.  

 

 

 

Abbildung 22: MTT-Test: Darstellung des Zellüberlebens und der Sensitivität der 

Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und MB-231 gegenüber Auranofin. Die Zellen wurden 72h lang mit 
Auranofin in ansteigender Konzentration von 0,25-0,75µM Auranofin (Aur) behandelt. 
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Um diese Wirkung von Auranofin auf transkriptioneller Ebene nachvollziehen zu 

können, wurde eine PCR durchgeführt. Entsprechend den Ergebnissen der MTT-

Assays, die bei MCF-7 Zellen bereits bei niedrigen Konzentrationen von Auranofin 

ein vermindertes Zellüberleben zeigten, wurden die Zellen 24 Stunden lang mit 

0,25µM, 0,5µM und 0,75µM Auranofin behandelt. Auf transkriptioneller Ebene zeigte 

sich keine Regulation der Hitzeschockproteine. Lediglich eine vermehrte Expression 

der Hämoxygenase (HMOX1) konnte ab einer Konzentration von 0,25µM Auranofin 

festgestellt werden. CHOP zeigte keine Regulation durch Auranofin. 

 

 

 

Abbildung 23: Darstellung der Hitzeschockreaktion in der PCR: Zellen der Linie MCF-7 wurden 

24h lang mit aufsteigender Konzentration Auranofin (AUR) behandelt. Die Zelllysate wurden in der 
PCR analysiert. 
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4 Diskussion 

4.1  Disulfiram 

4.1.1  Wirkungsweise 

In dieser Arbeit konnte die wachstumshemmende Wirkung von Disulfiram bzw. 

Disulfiram in Kombination mit Kupfer auf Ovarialkarzinomzellen gezeigt werden 

(siehe Abbildung 9). In den mit Disulfiram/Kupfer behandelten Zellen wurde eine 

PARP-Spaltung als Nachweis abgelaufener Apoptose festgestellt.  

In der Literatur werden verschiedene Ursachen für die Wirksamkeit von Disulfiram 

und der Kombination Disulfiram/Kupfer auf Tumorzellen genannt. Ausführlich 

beschrieben ist die Hemmung des P-Glykoproteins (P-gp) durch Disulfiram. 

Disulfiram hemmt das P-gp (siehe Abbildung 24), reduziert deswegen 

möglicherweise die Resistenz gegenüber bestimmten Chemotherapeutika und erhöht 

die Sensitivität des Tumorgewebes gegenüber zytotoxischen Substanzen (Loo und 

Clarke, 2000). Das P-Glykoprotein bindet als ein Teil der Zellmembran ein großes 

Spektrum an zytotoxischen Substanzen und pumpt sie aus der Zelle (Ambudkar et 

al., 1999). Loo et al. konnten zeigen, dass Disulfiram bereits die Reifung des P-

Glykoproteins verhindert. Mit Disulfiram behandelte Zellen weisen eine höhere 

Sensitivität gegenüber Vinblastin und Cholchicin auf (Loo und Clarke, 2000). Auch 

andere Autoren beschreiben, wie Disulfiram die Wirkung verschiedener klassischer 

Zytostatika sowie der Strahlentherapie verbessert (Hacker et al., 1982; Bodenner et 

al., 1986). So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass Disulfiram die zytotoxische 

Wirkung von Gemcitabin auf Brust- und Kolonkarzinomzellen verstärkt. Da Disulfiram 

die Blut/Hirnschranke überwinden kann, zeigt das Medikament außerdem Wirkung 

auf Glioblastomzellen (Guo et al., 2010; Liu et al., 2012). Neben der Hemmung des 

P-Glykoproteins scheint die Inhibierung der ALDH-Aktivität (siehe Abbildung 24) eine 

Rolle für die antineoplastische Wirkung von Disulfiram zu spielen. Nach 

vorangegangener Zytoreduktion durch verschiedene Chemotherapeutika kann der 

Tumor durch die ALDH-Aktivität der Stammzellen schnell wieder an Masse gewinnen. 

Wird jedoch die Aldehyddehydrogenase (ALDH) durch Disulfiram blockiert, kann die 

Stammzellfunktion der Tumorzellen beispielsweise in Glioblastomen gehemmt 

werden (Kast et al., 2013; Kast und Belda-Iniesta, 2009). 
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4.1.2  Disulfiram als Proteasom-Inhibitor 

Als weitere Ursache für die antitumorale Wirkung von Disulfiram werden die 

proteasominhibitorischen Eigenschaften von Disulfiram beschrieben (Cvek und 

Dvorak, 2008; Cvek und Dvorak, 2007; Conticello et al., 2012) (siehe Abbildung 24). 

Das Proteasom ist essentiell für die Aufrechterhaltung der Zellhomöostase (Mitch 

und Goldberg, 1996), da die meisten intrazellulären Proteine durch das Ubiquitin-

Proteasom-System abgebaut werden (Rock et al., 1994). Zum Abbau bestimmte 

Proteine werden durch das Anhängen von Ubiquitinketten markiert und dann durch 

das Proteasom zu Peptiden abgebaut (Glickman und Ciechanover, 2002; Pickart, 

2004, Ciechanover und Stanhill, 2014). Proteasome verhindern so die Ansammlung 

nicht funktionsfähiger, beschädigter oder fehlgefalteter Proteine in der Zelle 

(Goldberg, 2003). Eine Proteasomhemmung durch Disulfiram wurde bereits für 

Prostata- und Brustkrebszellen beschrieben sowie für Zelllinien des malignen 

Melanoms (Chen et al., 2004; Chen et al., 2006). Die Hemmung des Proteasoms 

führt schließlich zur Akkumulation von polyubiquitinierten Proteinen in einer Zelle und 

zur Bildung zytotoxischer Proteinaggregate (Römisch, 2005; Chen und Dou, 2010, 

Frezza et al., 2011). Polyubiquitinierte Proteine, die nicht durch das 

Proteasomsystem abgebaut werden können, sind hochtoxisch für die Zelle und 

können alternativ durch Lysosomen und Autophagie abgebaut oder in paranukleären 

Aggresomen abgelagert werden (Johnston et al., 1998; Brüning und Jückstock, 

2015). Derzeit werden verschiedene proteasominhibitorische Substanzen auf ihre 

klinische Anwendbarkeit getestet (Johnson, 2015; Kisselev et al., 2012; Kubiczkova 

et al., 2014; Allegra et al., 2014, Brüning und Jückstock, 2015). In dieser Arbeit 

konnte nach der Applikation von Disulfiram und Kupfer eine Aggregation 

polyubiquitinierter Proteine in der Immunblotanalyse nachgewiesen werden (siehe 

Abbildung 11). Dies spricht für eine Inhibierung des Proteasoms durch die 

Kombinationstherapie Disulfiram/Kupfer auch in den untersuchten 

Ovarialkarzinomzellen. 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Johnston%20JA%5Bauth%5D
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Abbildung 24: Schematische Darstellung des Disulfiramstoffwechsels: Nach oraler Aufnahme 

wird Disulfiram in 2 Moleküle Diethyldithiocarbamat gespalten. Diese werden dann methyliert und 

durch das Cytochrom P 450 zu Diethyldithiocarbamid-Methylester-Sulfoxid verstoffwechselt. Man geht 
davon aus, dass Disulfiram in dieser Form mit der Aldehyddehydrogenase (ALDH), dem P-
Glykoprotein (P-gp), dem Glutamat Rezeptor und der Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) 

reagiert. Durch die Bindung von Kupfer- oder Zinkionen führt Diethyldithiocarbamid (EtDTC) zu einer 
intrazellulären Akkumulation dieser redoxaktiven Ionen und damit zu oxydativem Stress in der Zelle. In 
Kombination mit Kupferionen hemmt Disulfiram außerdem das Proteasom und verursacht so eine 

Akkumulation zytotoxischer Proteinaggregate. Die gleichzeitige Inhibierung des Thioredoxinsystems 
(Trx) durch Auranofin oder der NAPDH-Verbrauch führen zur weiteren Akkumulation fehlgefalteter 
Proteine und können so den zytotoxischen Effekt von Disulfiram verstärken (Brüning, Kast, 2014). 
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4.1.3  NF-κB Inhibition durch Disulfiram  

Durch den ubiquitinabhängigen Abbau nimmt das Proteasom auch Einfluss auf die 

Transkriptionsvorgänge in der Zelle, indem Transkriptionsfaktoren ubiquitiniert und 

dann durch das Proteasom abgebaut werden (Lipford et al., 2005). Die meisten 

Proteine, die durch das Ubiquitin-Proteasom-System reguliert werden, kontrollieren 

die intrazelluläre Homöostase beispielsweise durch Regulation des NF-κB-Inhibitors 

IκB (Brancolini, 2008; Jariel-Encontre et al., 2008). Der Transkriptionsfaktor NF-κB 

spielt eine wichtige Rolle in der Regulation von Zellproliferation bzw. Apoptose 

(Dolcet et al., 2005). Er wirkt antiapoptotisch, indem er die Expression von Apoptose 

inhibierenden Faktoren fördert (Wang et al., 1998; Takahashi et al., 1998). Durch die 

Hemmung von NF-κB wird die zytotoxische Wirkung antitumoraler Substanzen in 

vivo und in vitro verstärkt (Wang et al., 1996; Wang et al., 1999). Auch die 

antitumorale Aktivität von Disulfiram wird in verschiedenen Veröffentlichungen auf die 

Hemmung von NF-κB zurückgeführt (Lövborg et al., 2006; Yip et al., 2011). So 

konnte beispielsweise gezeigt werden, dass Disulfiram durch eine Inhibierung von 

NF-κB die zytotoxische Aktivität von 5-Fluoruracil auf Kolonkarzinomzellen in der 

Zellkultur erhöht (Wang et al., 2003). In dieser Arbeit konnte keine Hemmung von 

NF-κB in den Ovarialkarzinomzellen OVCAR-3 bzw. SKOV-3 festgestellt werden. Der 

NF-κB Inhibitor IκB (Karin und Ben-Neriah, 2000) wurde in den Zellen nicht durch 

Disulfiram/Kupfer akkumuliert. Auch in der zeitabhängigen Immunblotanalyse konnte 

keine Akkumulation von IκB und damit eine Hemmung von NF-κB durch 

Disulfiram/Kupfer gezeigt werden (siehe Abbildung 10C). Stattdessen ergab sich eine 

Reduktion von IκB und somit eine mögliche Aktivierung von NF-κB. Eine tatsächliche 

Aktivierung von NF-κB beispielsweise über die Translokation der funktionellen p65 

Untereinheit aus dem Zytosol in den Zellkern konnte jedoch nicht festgestellt werden. 

In der zellfraktionierten Immunblotanalyse zeigt sich p65/RelA, eine Untereinheit von 

NF-κB (Karin und Ben-Neriah, 2000), in der zytosolischen Fraktion. Auch nach 3 

bzw. 6-stündiger Behandlung mit Disulfiram/Kupfer fand keine Verschiebung von NF-

κB in die nukleäre Fraktion statt (siehe Abbildung 13). Dies würde eine Aktivierung 

von NF-κB darstellen, da der Transkriptionsfaktor NF-κB durch die Interaktion mit IκB 

im Zytosol gehalten wird. Durch den Ubiquitin abhängigen Abbau von IκB wird NF-κB 

freigesetzt und kann in den Nukleus übergehen, um dann an die DNA zu binden 

(Karin und Ben-Neriah, 2000). Auch in der Immunfluoreszenzanalyse konnte keine 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jariel-Encontre%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18558098
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Regulation von p65 (Rel A) beobachtet werden. Es zeigte sich eine gleichbleibend 

starke Expression des Proteins im Zytosol der Zellen. Eine Verschiebung von p65 in 

den Nukleus nach der Behandlung mit Disulfiram/Kupfer und damit eine Aktivierung 

von NF-κB fand nicht statt (siehe Abbildung 14A,B). Der proapoptotische Einfluss von 

Disulfiram/Kupfer auf die Ovarialkarzinomzellen scheint also unabhängig von einer 

Regulation des NF-κB zu sein. 

 

 

4.1.4 Hitzeschockinduktion durch Disulfiram/Kupfer 

Bei Ausschaltung des Proteasomsystems werden die zellulären Hitzeschockproteine 

aktiviert, um die Bildung von Proteinaggregaten zu verhindern und den Proteinabbau 

zu unterstützen (Lanneau et al., 2010; Wang, 2011). Eigentlich ging man davon aus, 

dass Hitzeschockproteine und das Ubiquitin-Proteasom-System um den selektiven 

Abbau von beschädigten oder fehlgefalteten Proteinen konkurrieren. Jedoch scheint 

es vermehrt Hinweise zu geben, dass HSPs auch den Abbau von bestimmten 

Proteinen fördern (Garrido und Solary, 2003; Brüning und Jückstock, 2015). 

Möglicherweise verhindern Hitzeschockproteine eine Akkumulation von denaturierten 

Proteinen, indem sie den Ubiquitin abhängigen Abbau von Proteinen fördern (Friant 

et al., 2003). So konnten weitere Enzyme identifiziert werden mit der Fähigkeit, 

Ubiquitin an Proteine zu binden (Ubiquitin Ligase Aktivität) wie etwa CHIP, welches 

wiederum mit HSP70 interagiert (Hatakeyama und Nakayama, 2003). Aufgrund 

seiner doppelten Bindungskapazität verbindet CHIP die Chaperone mit dem 

Ubiquitin-Proteasom-System (Wickner et al., 1999) (siehe Abbildung 2).  

In dieser Arbeit konnte eine ausgeprägte Hitzeschockreaktion durch Disulfiram und 

Kupfer gezeigt werden, mit Nachweis der Induktion von Hitzeschockgenen in der 

PCR (siehe Abbildung 12) und einer erhöhten Expression von Hitzeschockproteinen 

im Immunblot (siehe Abbildung 10).  
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4.1.5 Aktivierung des Hitzeschockfaktors 1 

Im Western Blot konnte eine Aktivierung des HSF1 durch Hyperphosphorylierung 

sowie eine Translokation des Hitzeschockfaktors in die nukleäre Fraktion nach der 

Applikation von Disulfiram/Kupfer festgestellt werden. Gleichzeitig zeigte sich eine 

Phosphorylierung von HSP27 durch die Kombinationstherapie. Dies entspricht der 

Annahme, dass HSP27 in seiner nicht phosphorylierten Form als großes Oligomer 

die Aktivität des Transkriptionsfaktors HSF1 blockiert (Brunet Simioni et al., 2009) 

(siehe Abbildung 3). Wie einleitend bereits erwähnt kommt dem HSF1 eine 

grundlegende Bedeutung in der Regulation und Aktivierung der Hitzeschockproteine 

unter Stressbedingungen zu (Wu, 1995; Mormoto, 2008). Die Induktion der 

Hitzeschockreaktion ist essentiell für das Überleben der Zelle und spielt eine wichtige 

Rolle für die Anpassung an Umweltbedingungen. Entsprechend kann in vielen 

Krebsarten eine dauerhaft vermehrte Expression von Hitzeschockproteinen 

verzeichnet werden. Es wird angenommen, dass eine ständig erhöhte Expression 

von Hitzeschockproteinen die Zellproliferation fördert und proapoptotische Signale 

hemmt (Jolly und Morimoto, 2000). In der Tumorzelle verschiebt sich das 

Gleichgewicht zwischen Zellüberleben und Apoptose zu unkoordiniertem 

Zellüberleben und Zellproliferation. In diesem Prozess spielen antiapoptotische 

Faktoren wie Hitzeschockproteine, die der Zelle eine höhere Widerstandskraft gegen 

schädigende Umweltfaktoren verleihen, eine wichtige Rolle (Jaattela, 1999 a; 

Jaattela, 1999 b). Verschiedene Krebsarten zeigen beispielsweise eine erhöhte 

Expression von HSP27 bzw. HSP70 (Ciocca et al., 1993; Kaur und Ralhan et al., 

1995; Ciocca et al., 1993). So konnte in der PCR in den untersuchten 

Ovarialkarzinomzellen bereits in den Kontrollzellen eine hohe Expression von 

HSP90α und -ß beobachtet werden (siehe Abbildung 12). Durch Regulation der 

Hitzeschockreaktion hat der HSF1 große Bedeutung für das Zellüberleben und die 

maligne Transformation der Zelle, da die Zelle vor der Apoptose geschützt wird. Es 

konnte gezeigt werden, dass eine Ausschaltung des HSF1 in verschiedenen 

Tumorzelllinien mit einem deutlich verminderten Zellüberleben und Zellwachstum 

einhergeht (Dai et al., 2007). Zusammenfassend lässt sich feststellen: Einerseits ist 

die akute Hitzeschockreaktion essentiell für das Überleben der Zelle in einer 

Stresssituation, wobei es zu einer Akkumulation toxischer Proteinaggregate und 

schließlich zum Zelltod kommt, wenn die Hitzeschockreaktion nicht ausreicht, um den 
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Zellschaden zu beheben. Andererseits scheinen chronisch erhöhte 

Hitzeschockfaktoren die Onkogenese zu fördern (Verghese et al., 2012).  

 

 

4.1.5.1  Phosphorylierung von HSP27 durch Disulfiram/Kupfer 

Nach der Behandlung der Ovarialkarzinomzellen mit Disulfiram und Kupfer konnte im 

Western Blot keine erhöhte Expression von HSP27 festgestellt werden (siehe 

Abbildung 10). Lanneau et al. gehen davon aus, dass das Chaperon im 

unphosphorylierten Zustand und in seiner großen oligomeren Form im Nukleus 

eingeschlossen ist. Somit hätte nicht-phosphoryliertes HSP27 Zugang zu nukleären 

Proteinen wie etwa zum Transkriptionsfaktor HSF1 (Lanneau et al., 2010) (siehe 

Abbildung 3). Das heißt, durch die Phosphorylierung wird nicht nur die Funktion des 

Hitzeschockproteins kontrolliert sondern auch seine subzelluläre Verteilung. 

Phosphoryliertes HSP27 liegt als kleines Dimer vor und kann sowohl im Nukleus als 

auch im Zytosol gefunden werden, da wahrscheinlich die kleine Größe einen 

einfachen Verkehr zwischen den Zellkompartimenten erlaubt. So könnte 

phosphoryliertes HSP27 den Abbau von zytosolischen und nukleären Proteinen 

induzieren (Lanneau et al., 2010). Allerdings wurde in dieser Arbeit in der 

zellfraktionierten Immunblotanalyse ein vermehrtes Vorkommen von nicht 

phosphoryliertem HSP27 in der zytosolischen Fraktion der unbehandelten Zellen 

festgestellt. Dies entspricht den Ergebnissen von Vos et al., die als subzelluläre 

Lokalisation von nicht phosphoryliertem HSP27 das Zytosol angeben (Vos et al., 

2008). Da der HSF1 in dieser Arbeit sowohl im Zytosol als auch in der nukleären 

Fraktion der Kontrollzellen nachgewiesen werden konnte, ist eine Hemmung durch 

nicht-phosphoryliertes HSP27 in der zytosolischen Fraktion möglich. Erst nach der 

Behandlung mit Disulfiram und Kupfer konnte eine klare Verschiebung von HSP27 

aus der zytosolischen in die nukleäre Fraktion beobachtet werden (siehe Abbildung 

13). Gleichzeitig zeigte sich eine klare Induktion des phosphorylierten HSP27 durch 

Disulfiram/Kupfer (siehe Abbildung 10). So kann von einer Verschiebung von 

Phosphor-HSP27 in die nukleäre bzw. paranukleäre Fraktion ausgegangen werden. 
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4.1.5.2 Desintegration des Zytoskeletts durch Disulfiram/Kupfer 

Neben seiner Rolle in der Hitzeschockreaktion ist HSP27 außerdem an der Erhaltung 

des Zytoskeletts beteiligt (Wettstein et al., 2012; Bryantsev et al., 2007). Man nimmt 

an, dass HSP27 mit Aktin interagiert und so die Zellstruktur vor schädlichen 

Umwelteinflüssen schützt (Vigilanza et al., 2008). Aktin kommt in fast allen 

eukaryotischen Zellen vor. Das Aktinfilament (F-Aktin) besteht aus Aktinmonomeren 

(G-Aktin). Monomeres G-Aktin polymerisiert zu einem helikalen, zweisträngigen 

Polymer (F-Aktin). Da G-Aktin ein asymmetrisches Protein ist, weist das polymere F-

Aktin eine Polarität auf. Am Plus-Ende polymerisiert das Filament, am Minus-Ende 

zerfällt es in seine Monomere. Durch den dynamischen Auf- und Abbau der 

Mikrofilamente kann die Zelle ihre Form schnell ändern. (Rassow et al., 2008; Pollard 

und Borisy, 2003). Durch Bindung von denaturierten Aktinfilamenten verhindert 

HSP27 die Aggregation der Filamente und vereinfacht den anschließenden 

Wiederaufbau des Zytoskeletts (Pivovarova et al., 2005). Die Interaktion von HSP27 

mit dem Aktinskelett scheint ebenfalls durch den Phosphorylisierungsstatus des 

Hitzeschockproteins beeinflusst zu werden (Mounier, Arrigo, 2002). Nicht-

phosphoryliertes HSP27 bindet das Plus-Ende der G-Aktinfilamente und inhibiert 

dadurch die Aktinpolymerisation. Die Bindung des Plus-Endes in der nicht 

gestressten Zelle fördert einen hohen Umsatz an Aktinfilamenten und ist damit 

Voraussetzung für die Zellmotilität (Doshi et al., 2010; Doshi et al., 2009). Durch 

Phosphorylierung von HSP27 ändert sich seine Rolle in der Regulation des 

Zytoskeletts. Anstatt das Plus-Ende des Aktinfilaments zu binden, assoziieren die 

durch Phosphorylierung entstandenen kleinen Untereinheiten des HSP27 mit den 

Seiten des F-Aktinfilaments nach Stressinduktion, um das Aktinfilament zu 

stabilisieren (Doshi et al., 2010; Rogalla et al., 1999). Das heißt, in seiner nicht 

phosphorylierten Form hemmt HSP27 die Aktinpolymerisation während die 

phosphorylierte Form eine vermehrte Polymerisation zulässt (Doshi et al., 2009; 

During et al., 2007). Clare und Mearow konnten zeigen, dass es durch zellulären 

Stress zu einer erhöhten Assoziation von phosphoryliertem HSP27 und Aktin kommt. 

Nach dem Hitzeschock wurde eine insgesamt gesteigerte Expression von Phosphor-

HSP27 und eine Ko-Lokalisation mit Aktin bei gleichzeitiger Desintegration des 

Zytoskeletts festgestellt. In den Kontrollzellen zeigte sich unphosphoryliertes HSP27 

ebenfalls in Assoziation mit Aktin jedoch gleichmäßig im Zytoplasma verteilt. Clarke 

und Mearow trennten nach Auslösung eines Hitzeschocks die Zytosol- von der 
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Zytoskelettfraktion und konnten im Western Blot einen erhöhten Anteil an HSP27 in 

der Zytoskelettfraktion beobachten (Clarke und Mearow, 2013). So darf die 

Erkenntnis von Clarke und Mearow, dass die Phosphorylierung von HSP27 und die 

darauffolgende Veränderung des Zytoskeletts in Zusammenhang stehen, auf die 

Ovarialkarzinomzellen übertragen werden, da sowohl eine ausgeprägte 

Phosphorylierung von HSP27 durch Disulfiram/Kupfer als auch eine Desintegration 

des Zytoskeletts gezeigt werden konnte (siehe Abbildung 15). Dies könnte die nach 

der Behandlung mit Disulfiram/Kupfer beobachtete schnelle Abrundung der Zellen 

und Loslösung vom Untergrund erklären. Außerdem wurden in der 

Immunfluoreszenzanalyse in den mit Disulfiram/Kupfer behandelten Zellen der Linie 

OVCAR-3 unter Verwendung eines HSP27 Antikörpers hochkonzentrierte 

paranukleäre Aggregate beobachtet. Die durch Hitzeschock ausgelöste 

Translokation von HSP27 aus dem Zytosol in die paranukleäre Region wurde bereits 

von anderen Autoren beschrieben (Borrelli et al., 2002). Die Funktion dieser 

paranukleären Aggregate ist bisher nicht bekannt; sie sind wahrscheinlich nicht an 

der Aufrechterhaltung des Zytoskeletts beteiligt (Doshi et al., 2009). Es ist jedoch 

davon auszugehen, dass es sich um sogenannte paranukleäre Aggresomen handelt, 

die aus Aggregaten missgefalteter Proteine bestehen. Ob HSP27 dort passiv als 

fehlgefaltetes Protein vorliegt oder aktiv als an der Wiederauflösung dieser 

Aggregate beteiligtes Chaperon, bleibt weiteren Studien vorbehalten. 

 

 

4.1.6  Induktion von ER-Stress durch Disulfiram/Kupfer 

4.1.6.1 Aktivierung der JNK durch Disulfiram/Kupfer 

In der Immunblotanalyse wurde eine Induktion der proapoptotisch wirkenden JNK 

durch Disulfiram/Kupfer sowie eine Herunterregulation des antiapoptotisch wirkenden 

Faktors mcl1 festgestellt (siehe Abbildung 10A). Die Hemmung der antiapoptotischen 

Wirkung von mcl1 erfolgt über eine Phosphorylierung durch die JNK, wobei die 

Inaktivierung von mcl1 durch die JNK einen weiteren Signalweg darstellt, über den 

die Apoptose als Reaktion auf zellulären Stress induziert werden kann (Inoshita et 

al., 2002). Neben seiner proapoptotischen Funktion kann eine Aktivierung der JNK 
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auch mit einer Regulation von Zellproliferation und -überleben und damit einer 

antiapoptotischen Funktion assoziiert sein (Davies und Tournier, 2012; Krestnikova  

et al., 2015). So konnte in der Studie von Granato et al. gezeigt werden, dass 

Inhibitoren der JNK den antiproliferativen Effekt des Proteasominhibitors Bortezomib 

verbessern (Granato et al., 2013).  

 

 

4.1.6.2  Apoptoseeinleitung durch Induktion von CHOP 

Neben der Induktion der Hitzeschockproteine, einer Aktivierung der JNK und einer 

Herunterregulation des antiapoptotisch wirkenden Proteins mcl1 konnte über die 

Aktivierung von BIP und CHOP die Induktion von ER-Stress durch Disulfiram/Kupfer 

gezeigt werden. CHOP und BIP sind Marker, die zwischen chronischem und akutem 

ER-Stress unterscheiden. CHOP wird kurzfristig bei akut starkem ER-Stress 

vermehrt exprimiert, während es bei chronischem ER-Stress zu einer Hochregulation 

des Chaperons BIP kommt (Schönthal, 2013). In Reaktion auf ER-Stress aktiviert die 

Zelle Abwehrmechanismen, um die Homöostase der Zelle wiederherzustellen. 

Dauerhaft erhöhte Expression von BIP gehört zu den wichtigsten 

Überlebensstrategien der Tumorzelle (Hsu und Sabatini, 2008; Kroemer und 

Pouyssegur, 2008) und wurde bereits in vielen Tumorzelllinien dokumentiert (Pyrko 

et al., 2007; Lee, 2007). Wenn der ER-Stress nicht durch Aktivierung von BIP und 

anderen Faktoren bezwungen werden kann und eine große Menge an ungefalteten 

Proteinen über einen längeren Zeitraum besteht, wird unter anderem der 

proapoptotische Transkriptionsfaktor CHOP aktiviert (Nishitoh, 2012, Rutkowski et 

al., 2006). Nach Schönthal bilden die Faktoren BIP und CHOP die opponierenden 

Schlüsselfaktoren im ER-Stress. Verschiebt sich die Balance zu CHOP, wird der 

Zelltod eingeleitet. Vermehrte Expression von BIP fördert das Überleben der Zelle, 

was im Falle einer Tumorzelle verminderte Chemosensitivität bedeutet (Schönthal, 

2012). Die vermehrte Expression von CHOP in den Ovarialkarzinomzellen bereits 

nach 3-stündiger Inkubation mit Disulfiram/Kupfer darf also als Hinweis auf eine frühe 

Induktion von akutem ER-Stress gesehen werden und zeigt die Induktion der 

Apoptose an (Ma et al., 2002). In dieser Arbeit wurde bereits in den Kontrollzellen 

eine massiv erhöhte Expression von BIP (HSPA5, GRP78) in den Zelllinien OVCAR-

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Krestnikova%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25560393
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3 und SKOV-3 in der PCR festgestellt. Dies kann ein weiteres Zeichen für eine 

maligne Transformation und erhöhte Chemoresistenz der untersuchten Zellen sein. 

 

 

4.1.7  Erhöhte Wirksamkeit von Disulfiram in der Kombination mit Kupfer 

Bei den beschriebenen Wirkungsmechanismen von Disulfiram kommt der 

Kombination mit Kupfer eine wichtige Rolle zu. Durch die alleinige Applikation von 

Disulfiram bzw. Kupfer konnte weder eine PARP-Spaltung noch eine Induktion von 

HSF1 oder phosphoryliertem HSP27 gezeigt werden (siehe Kapitel 3.2). Schon Chen 

et al zeigten, dass der Disulfiram/Kupfer-Komplex die Proliferation von 

Brustkrebszellen stärker hemmt als die Behandlung mit Disulfiram allein (Chen et al., 

2006). Außerdem wurde beschrieben, dass die Kombination aus Kupfer und 

Disulfiram die Sensibilität von Brust- und Kolonkarzinomzellen sowie Leukämiezellen 

gegenüber herkömmlichen Chemotherapeutika weitaus mehr verstärkt als die 

alleinige Applikation von Disulfiram (Xu et al., 2011; Guo et al., 2010).  

Wie einleitend bereits dargestellt wird Disulfiram in vivo nach der Aufnahme zu 

Diethyldithiocarbamid (EtDTC) reduziert (Johansson, 1992) und bildet einen 

Chelatkomplex mit Kupferionen (Hogarth, 2005) (siehe Abbildung 24). Durch die 

lipophilen Eigenschaften von Disulfiram und Kupfer/Disulfiram-Komplex (EtDTC)2 

kann die Verbindung durch die Zellmembran diffundieren und sich im Gewebe 

verteilen (Nelson et al., 2010). Chen et al. gehen davon aus, dass Disulfiram die 

Kupferionen in die Zelle transportiert und durch die Bindung verhindert wird, dass 

Kupfer mit unspezifischen Proteinen reagiert (Chen et al., 2006).  

In dieser Arbeit wurde bereits in den durchgeführten MTT-Assays bei verschiedenen 

Ovarialkarzinomzellen eine deutlich erhöhte Wirksamkeit von Disulfiram in 

Kombination mit Kupfer beobachtet mit Ausnahme der Zellreihe OVMZ-37, die auch 

bei alleiniger Applikation von Disulfiram ab 1µM kaum Zellüberleben im Vergleich zur 

Kontrolle zeigte (siehe Abbildung 9). Es ist davon auszugehen, dass diese Zellen 

bereits Kupfer aus dem Zellkulturmedium akkumuliert haben und Disulfiram daher 

auch ohne weitere Zugabe von Kupfer als Disulfiram/Kupfer-Komplex wirken kann. 

Bei den übrigen getesteten Ovarialkarzinomzellreihen war die Zugabe von Kupfer 

notwendig, um eine maßgebliche Reduktion des Zellüberlebens zu erreichen. Die 
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Erkenntnis, dass maligne entartetes Gewebe in vivo höhere Konzentrationen an 

Kupfer als gesundes Gewebe akkumuliert (Huang et al., 1999; Nayak et al., 2003; 

Kuo et al., 2002), könnte bei der Therapie von Ovarialkarzinomen mit Disulfiram 

genutzt werden. Bei Nachweis erhöhter Kupferkonzentration in Krebszellen wie 

möglicherweise bei der Linie OVMZ-37 scheint eine alleinige Applikation von 

Disulfiram zu genügen, um das Zellwachstum zu reduzieren. Eine im Vergleich zum 

gesunden erhöhte Kupferkonzentration im malignen Gewebe ermöglicht eine 

tumorselektive Therapie von Patienten. Erhöhte Kupferkonzentrationen wurden 

bereits für Hirntumore (Turecky et al., 1984), Brustkrebs (Kuo et al., 2002; Rizk und 

Sky-Peck, 1984) Kolon- (Nayak et al., 2003) und Prostatakarzinom beschrieben 

(Habib et al., 1980). Neben der zytotoxischen Eigenschaft von Kupfer in Verbindung 

mit Disulfiram wurde bereits 1980 gezeigt, dass Kupfer eine kritische Rolle bei der 

Angiogenese spielt (McAuslan und Reilly, 1980). Es konnte gezeigt werden, dass 

Kupfer die Expression von VEGF (Vascular endothelial growth factor) induzieren 

kann (Frangoulis et al., 2007; Sen et al., 2002). Tumorwachstum und 

Metastasenbildung sind abhängig von der Angiogenese und Kupfer spielt eine 

wichtige Rolle in diesem Prozess (Huang  und Carbone, 2015). Führt man sich die 

grundlegende Bedeutung der Angiogenese und Kupfer als Kofaktor der 

Gefäßneubildung für Tumorentwicklung vor Augen, ist an eine mögliche 

antiangiogenetische Therapie mit Kupferchelatoren zu denken (Pan et al., 2002; 

Antoniades et al., 2013). Das Kupfer bindende Potential des Kupferchelators 

Disulfiram bietet einen weiteren Ausblick auf einen möglichen selektiven 

Therapieansatz durch Disulfiram in vivo.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25598052
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carbone%20DP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25598052
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Antoniades%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24210000
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4.2 Verstärkung der zytotoxischen Wirkung von Disulfiram/Kupfer durch 

Auranofin 

Wie einleitend bereits beschrieben, ist das Thioredoxinsystem ein weiterer 

Schutzmechanismus der Zelle, um Zellschädigungen durch reaktive 

Sauerstoffspezies zu verhindern. Es kann deswegen die Sensitivität der Zelle 

gegenüber zytotoxischen Substanzen vermindern (Biaglow und Miller, 2005). Eine 

erhöhte Expression von Thioredoxin wurde in vielen Malignomen festgestellt und 

geht mit aggressivem Wachstum und schlechter Prognose einher (Welsh et al., 2002; 

Raffel et al., 2003). Daher könnte die Blockade von Thioredoxin die Sensitivität der 

Zellen gegenüber einer Zytostatikatherapie verbessern oder die Entwicklung von 

Resistenzen verhindern (Powis und Montfort, 2001; Raninga et al., 2014). Die 

zytotoxische Wirkung von Auranofin auf Ovarialkarzinomzellen konnte schon von 

anderen Autoren nachgewiesen werden (Guidi et al., 2012). In dieser Arbeit wurde 

eine Verstärkung des zytotoxischen Effekts von Disulfiram/Kupfer durch Auranofin 

gezeigt (siehe Kapitel 3.3). Durch eine Blockade des Thioredoxinsystems erhöht 

Auranofin den antitumoralen Effekt von Disulfiram, das über die Induktion von 

oxidativem Stress wirkt (Kast et al., 2013).  

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Raninga%20PV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25593990
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4.3 Wirkung der Kombinationstherapien auf Mammakarzinomzellen 

 

4.3.1 Disulfiram/Kupfer 

Die bereits von anderen Autoren beschriebene Wirksamkeit von Disulfiram/Kupfer 

auf Mammakarzinomzelllinien (Chen et al., 2006; Wiggins et al., 2014) konnte für die 

Zellreihe MCF-7 im MTT-Test bestätigt werden. Bei der Mammakarzinomzelllinie MB-

231 zeigte sich dagegen bis zu einer Konzentration von 375nM kaum eine Reduktion 

des Zellüberlebens durch Disulfiram/Kupfer (siehe Abbildung 19). Dies ist 

bedauerlich, da es sich bei der MDA-MB-231 Zelllinie um eine sogenannte „triple-

negative“ Mammakarzinomzelllinie handelt, einem Mammakarzinomtypus mit 

besonders schlechter Prognose und Therapieoptionen, für die gerade auch solche 

Medikamentenrepositionierungen als zusätzliche Therapieoption gedacht waren. 

Trotz der feststellbaren Reduktion des Zellüberlebens in den MCF-7 Zellen bereits ab 

sehr niedrigen Konzentrationen von 125nM Disulfiram/Kupfer erfolgte eine Induktion 

des Hitzeschockproteins HSPA1 auf transkriptioneller Ebene erst ab einer 

Konzentration von 500nM (siehe Abbildung 21). Der bereits bei niedriger 

Konzentration einsetzende Zelltod weicht von der erst bei höheren Konzentrationen 

einsetzender Hitzeschockreaktion ab. Auffallend ist besonders die späte 

Phosphorylierung von HSP27, da die unmittelbare Reaktion der Zelle auf 

proteotoxischen Stress durch die kleinen Hitzeschockproteine wie HSP27 ausgeführt 

wird (Shashidharamurthy et al., 2005; Ito et al., 2001).  

Auch konnte keine Induktion des proapoptotischen Markers CHOP durch Disulfiram/ 

Kupfer bis zu einer Konzentration von 1µM gezeigt werden. Chen et al. konnten eine 

Apoptoseinduktion durch die Kombinationstherapie aus Disulfiram/Kupfer für die 

Mammakarzinomzelllinien MB-231 und MCF-10 zeigen und eine PARP-Spaltung in 

den MB-231 Zellen ab einer Konzentration von 20µmol/L Disulfiram/Kupfer 

feststellen (Chen et al., 2006). Somit kann man davon ausgehen, dass die Apoptose 

induzierende Wirkung von Disulfiram bei den Zellen der MB-231 Linie erst ab einer 

deutlich höheren Konzentration eintritt als bei den in dieser Arbeit untersuchten 

Ovarialkarzinomzellen.  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wiggins%20HL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25557293
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4.3.2 Auranofin 

Auranofin als potenter Inhibitor der Thioredoxin-Reduktase und Induktor von 

reaktiven Sauerstoffspezies (engl. Reaktive oxygen species, ROS) wurde bereits von 

verschiedenen Autoren als vielversprechende Therapiemöglichkeit für Brustkrebs 

gehandelt (Gandin et al., 2010; Nobili et al., 2010; Madeira et al., 2012). So konnten 

Kim et al zeigen, dass Auranofin das Wachstum von Mammakarzinomzellen der Linie 

MB-231 konzentrationsabhängig inhibiert. Dieser Effekt konnte dann durch N-Acetyl-

Cystein (NAC), einem Fänger von ROS, inhibiert werden. Dies weist darauf hin, dass 

Auranofin über eine Induktion von ROS wirkt (Kim et al., 2013). Ein durchgeführter 

MTT-Assay zeigte eine Reduktion des Zellüberlebens schon ab einer Konzentration 

von 25µM Auranofin und bestätigte die hohe Wirksamkeit der Substanz auf 

Mammakarzinomzellen. Eine ähnlich hohe Wirksamkeit von Auranofin konnte bei der 

Mammakarzinomzelllinie MCF-7 beobachtet werden (siehe Abbildung 22) und lässt 

sich möglicherweise dadurch erklären, dass die Brustkrebszellen der Linie MCF-7 die 

Thioredoxinreduktase überexprimieren und von dieser Überexpression abhängig zu 

sein scheinen (Liu et al., 2013).  
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4.4  Medikamentenrepositionierung 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine hohe Wirksamkeit von Disulfiram in 

Kombination mit Kupfer auf Ovarialkarzinomzellen in vitro und legen deswegen nahe, 

Disulfiram für die Krebstherapie einzusetzen. Es konnte die Induktion von 

Hitzeschockproteinen und ER-Stress sowie die Desintegration des Zytoskeletts und 

schließlich die Apoptoseeinleitung durch Disulfiram/Kupfer gezeigt werden. Durch die 

gleichzeitige Inhibierung des Thioredoxinsystems durch Auranofin wurde der 

zytotoxische Effekt von Disulfiram/Kupfer verstärkt. Aufgrund seiner antitumoralen 

Wirkung bei geringem Nebenwirkungspotential eignet sich Disulfiram deshalb gut für 

die Medikamentenrepositionierung (Kast et al., 2013). Selbstverständlich kann die 

Repositionierung von Medikamenten die innovative Forschung und die Entwicklung 

neuer Substanzen nicht ersetzen. In dieser Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, wie 

das ursprünglich zur Therapie der Alkoholabhängigkeit eingesetzte Disulfiram einen 

Beitrag zur Krebstherapie leisten könnte. Das komplexe System der Zellentartung 

sollte durch möglichst multiple Ansätze beeinflusst werden, da eine Therapie, die an 

verschiedenen Zielstrukturen und Signalwegen der Tumorzelle ansetzt, effektiver ist 

als eine Therapie, die nur an eine spezifische Struktur mit hoher Affinität bindet 

(Agoston et al., 2005). Man geht davon aus, dass beim Ovarialkarzinom mindestens 

5–10 molekulare Veränderungen für die maligne Transformation einer 

Ovarialepithelzelle zur Karzinomzelle notwendig sind. Diese können Onkogene 

aktivieren oder Tumorsuppressorgene inaktivieren. Das Ovarialkarzinom ist eine 

polygene Erkrankung, wobei die Veränderungen jeweils komplexe 

Stoffwechselnetzwerke beeinflussen. Daher können Patientinnen von einem 

besseren Verständnis der molekularen Grundlagen profitieren (Kreienberg et al., 

2009). Anstatt einzelne Genprodukte zu binden, sollte die Krebstherapie 

verschiedene Zellstrukturen wie Proteasome oder Hitzeschockproteine beeinflussen 

(Shoshan et al., 2008), die als Indikator für Proteotoxizität dienen. 
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4.5 Ausblick 

Möglicherweise könnte die Therapie mit Disulfiram in Kombination mit Auranofin 

einen Beitrag zur Behandlung des oft schwer therapierbaren Ovarialkarzinoms 

leisten. Obwohl Lewis et al. davon ausgehen, dass die mehrfach in vitro 

dokumentierte antitumorale Eigenschaft von Disulfiram in Kombination von Kupfer 

nicht in vivo übertragen werden kann (Lewis, 2014), wären weiterführende Studien 

zum klinischen Nutzen des Wirkstoffs durchaus sinnvoll. Derzeit wird Disulfiram als 

Krebsmedikament in verschiedenen klinischen Studien erprobt (Shim und Liu, 2014). 

So wird der Einfluss einer Kombinationstherapie aus Disulfiram und Kupfergluconat 

im Rahmen einer Phase I Studie auf therapieresistente solide Tumore mit 

Lebermetastasenbildung überprüft (Clinical Trials. Gov, 2014a). In Phase II wird 

Disulfiram/Kupfer zur Behandlung von Patienten mit erstdiagnostiziertem Glioblastom 

getestet. Hier soll die Therapie mit Disulfiram nach operativer Tumorresektion und 

vor Durchführung der üblichen Radiochemotherapie erfolgen. Die Autoren erwarten 

eine Reduktion der Rezidivrate durch die adjuvante Anwendung von Disulfiram 

(Clinical Trials. Gov, 2014b). Außerdem wurde Disulfiram in Kombination mit Zink in 

Phase II zur Therapie des malignen Melanoms klinisch getestet. Dabei soll das 

Überleben der Patienten sowie die Toxizität von Disulfiram evaluiert werden (Clinical 

Trials. Gov, 2014c). Die entsprechenden Ergebnisse sind zu diesem Zeitpunkt noch 

nicht veröffentlicht. Durch eine zusätzliche Therapie von Ovarialkarzinompatientinnen 

mit Disulfiram/Kupfer oder Auranofin könnte eine erhöhte Sensitivierung für die 

gängigen Therapieschemata erreicht werden. Die Therapie des Ovarialkarzinoms mit 

Cisplatin oder Carboplatin ist zwar hoch effektiv (Galluzi et al., 2012), der 

therapeutische Nutzen der platinhaltigen Chemotherapeutika wird jedoch durch 

Nebenwirkungen wie Nephrotoxizität (Kelland, 2000), Resistenzbildung und Auftreten 

sekundärer Malignome durch die Chemotherapie limitiert (Chen et al., 2009). Als 

Reaktion auf die Stressinduktion durch Cisplatin induziert die Zelle unter anderem die 

JNK (Siddik, 2003). So könnte eine gleichzeitige Therapie mit Disulfiram/Kupfer eine 

synergistische Wirkung mit platinhaltigen Chemotherapeutika haben, da in dieser 

Arbeit ebenfalls eine Wirksamkeit von Disulfiram/Kupfer auf die JNK gezeigt werden 

konnte (siehe Abbildung 10A). O´Brien et al. beschrieben eine Verstärkung des 

zytotoxischen Effekts von Cisplatin durch Disulfiram auf die Mammakarzinomzellen 

MCF-7, Ovarialkarzinomzellen SKOV-3 und Prostatakarzinomzellen PC3 (O’Brien et 
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al., 2012). Liu et al. konnten verminderte Resistenzen gegen das ebenfalls zur 

Ovarialkarzinombehandlung angewandte Paclitaxel bei gleichzeitiger Anwendung 

von Disulfiram in Mammakarzinomzellen der Linie MB-231 beobachten (Liu et al., 

2013). Man geht davon aus, dass eine erhöhte Aktivität der Aldehyddehydrogenase 

für Chemoresistenzen in malignen Zellen verantwortlich ist und durch eine 

Inhibierung der Aldehyddehydrogenase wie etwa durch Disulfiram revidiert werden 

kann (Landen et al., 2010; Schafer et al., 2012). Zur Evaluation der Wirksamkeit und 

sicheren Anwendbarkeit von Disulfiram als Teil einer Kombinationstherapie wurde 

bereits eine multizentrische und randomisierte Doppelblindstudie in Phase II zur 

Behandlung des nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms durchgeführt. Es nahmen 40 

Patienten mit der Erstdiagnose eines nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms an der 

Studie teil. Eine operative Therapie oder Chemoradiatio hatte nicht stattgefunden. 

Die Patienten wurden mit Cisplatin und Vinorelbin behandelt, wobei die Hälfte der 

Patienten zusätzlich dreimal täglich 40mg Disulfiram erhielt. Die Einnahme von 

Disulfiram in dieser Dosierung wurde gut vertragen und es konnte eine verlängerte 

Überlebensdauer in der Experimentalgruppe verzeichnet werden (Nechushtan et al., 

2015). Aufgrund der sicheren klinischen Anwendbarkeit eignet sich Disulfiram also 

sehr gut für eine Medikamentenrepositionierung in der Krebstherapie. Insbesondere 

bei der Kombinationstherapie von Ovarial- und Mammakarzinom sollten daher 

unbedingt weitere klinische Studien durchgeführt werden, um mögliche 

synergistische Wirkungsmechanismen mehrerer Medikamente zu nutzen und durch 

die gezielte Beeinflussung verschiedener Signalwege der Zelle eine Dosisreduktion 

von Chemotherapeutika und somit eine möglichst nebenwirkungsarme und 

zielgerichtete Behandlung für die Patienten zu erreichen. Falls der 

lebensverlängernde Effekt von Disulfiram in der Behandlung von Malignomen in 

weiteren klinischen Studien gezeigt wird, könnte Disulfiram als Teil des 

chemotherapeutischen Regimes eingesetzt und aufgrund der günstigen Finanzierung 

insbesondere auch in Gesundheitssystemen mit geringen Ressourcen etabliert 

werden (Nechushtan et al., 2015). 
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5  Zusammenfassung 

Trotz vergleichsweise niedriger Fallzahlen des Ovarialkarzinoms werden in 

Deutschland jährlich etwa 9600 Neuerkrankungen mit 5500 Todesfällen pro Jahr 

registriert. Leider ist die Therapie des Ovarialkarzinoms bisher unbefriedigend. In 

dieser Arbeit wurde die antitumorale Wirkung des ursprünglich zur Therapie der 

Alkoholabhängigkeit eingesetzten Disulfirams auf verschiedene 

Ovarialkarzinomzelllinien evaluiert. Mit Hilfe von MTT-Tests, Immunblotanalysen, 

PCR und Immunfluoreszenzmikroskopie wurde der Einfluss dieser Substanz auf 

zellmorphologischer und molekularbiologischer Ebene untersucht. In Kombination mit 

Kupfer führte die Behandlung mit Disulfiram zu einer ausgeprägten 

Hitzeschockreaktion in den Zellen und zu einer Desintegration des Zytoskeletts. Es 

konnte eine Induktion von HSF1, HSP70, HSP40 und HSP32 sowie eine 

Phosphorylierung und Dimerisation von HSP27 und dessen Ablagerung in 

paranukleären Aggregaten gezeigt werden. Außerdem führte die Therapie mit 

Disulfiram/Kupfer zu einer Aktivierung der JNK und einer Hemmung des 

antiapoptotisch wirkenden Faktors mcl1 sowie zu einer ER-Stress assoziierten 

CHOP Aktivierung. Der Nachweis polyubiquitinierter Proteine und die Stressinduktion 

in Zytosol und ER zeigen eine Aggregation zytotoxischer Proteine in verschiedenen 

subzellulären Kompartimenten, die zum Zelltod führen. Die zytotoxische Wirkung von 

Disulfiram/Kupfer auf die Ovarialkarzinomzellen wurde durch gleichzeitige 

Inhibierung des Thioredoxinsystems mit Auranofin verstärkt. Aufgrund seines 

geringen Nebenwirkungspotentials eignet sich Disulfiram für eine 

Medikamentenrepositionierung im Bereich der Krebstherapie und könnte aufgrund 

der günstigen Finanzierung auch in Gesundheitssystemen mit geringen Ressourcen 

etabliert werden. Der antitumorale Effekt sowie die synergistische Wirkungsweise 

von Disulfiram mit bereits etablierten Zytostatika sollte in weiteren klinischen Studien 

geprüft werden, um durch die gezielte Beeinflussung verschiedener Signalwege der 

Zelle eine Dosisreduktion von Chemotherapeutika und somit eine möglichst 

nebenwirkungsarme und zielgerichtete Behandlung für die Patienten zu erreichen.  
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ROS       Reaktive oxygen species 

rpm      Rounds per minute 

SDS      Sodiumdodecylsulfat 

SO3      Schwefeltrioxid 

STAT 3 Signal transducer and activator of 

transcription 3 
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Trail      TNF-related apoptosis inducing ligand 

Trx       Thioredoxin 
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VEGF      Vascular endothelial growth factor 

WHO      World Health Organisation 
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